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“E, tudo o que fizerem, fagam de todo o corac¢do, como para o Senhor, e ndo

para os homens,...”
(Colossenses 3:23)

“Ele fortalece o cansado e da grande vigor ao que esta sem forcas. Até os
jovens se cansam e ficam exaustos, e 0s mog¢os tropecam e caem; mas aqueles
que esperam no Senhor renovam as suas forcas. Voam alto como aguias;
correm e ndo ficam exaustos, andam e n&o se cansam ”.

(Isaias 40:29-31)
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VARIABILIDADE GENETICA, MORFOLOGICA E FITOQUIMICA DE
GENOTIPOS DE OPUNTIA E NOPALEA

RESUMO GERAL

A palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea sdo espécies de plantas muito
cultivadas na regido semiarida do Brasil, notadamente para a producdo de forragem para 0s
animais na época seca. Os cladodios da planta tém sido considerados por muito tempo uma
importante fonte de nutrientes para a alimentacdo humana e animal, além de possuir
propriedades benéficas para a saude. Por causa da grande diversidade genética desses géneros,
com cerca de 300 espécies, existe a necessidade de se caracterizar as variedades cultivadas no
Brasil a fim de se obter informagdes nutricionais e propriedades bioativas. Objetivou-se com
este estudo caracterizar a variabilidade genética e temporal do perfil quimico e nutricional dos
cladddios de variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semiarida do Brasil; avaliar o potencial antioxidante e citotdxico de extratos etanolico
bruto de cladddios dessas variedades, contra células de cAncer humano; além de caracterizar a
diversidade genética através de caracteristicas fenotipicas, quimicas e nutricionais, e determinar
a correlagdo e importancia dessas caracteristicas na variabilidade entre os gendtipos, utilizando
técnicas de analise multivariada. As pesquisas foram realizadas com sete variedades de palma
(IPA-100003, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200008, IPA-200149 e IPA-
200016) em duas estacBes do ano, seca e chuvosa. As plantas foram cultivadas em condi¢6es
de sequeiro na estacdo experimental do Intituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), situado em
Arcoverde-PE. As plantas foram analisadas através de 19 caracteristicas morfoldgicas e 20
atributos quimicos e nutricionais. Os resultados do estudo do perfil quimico e nutricional dos
cladodios de variedades de palma forrageira confirmam o valor nutritivo dos mesmos tanto na
nutri¢do animal quanto na nutricdo humana. Os componentes quimicos e nutricionais da palma
tém uma ampla variacdo, tanto em sua composi¢do quanto no seu conteldo, e variam entre as
espécies botanicas estudadas, dentro da mesma espécie, entre cladédios dentro do genotipo, e
época do ano de coleta do material. Os estudos confimaram que os metabdlitos secundarios
(compostos bioativos) presentes na palma forrageira tém acdo antioxidante e citotoxica contra
células de cancer humana estudadas (HCT-116-c6lon retal, SF-295-glioblastoma e OVCAR-8-
ovario). Essas substancias sdo da classe dos compostos fendlicos (&cidos fendlicos e
flavonoides) e/ou esterdis identificados nos cladodios. Do mesmo modo que a composicao
quimica, a atividade antioxidante e citotoxica do extrato etandlico bruto dos cladddios, varia
entre as espécies botanicas estudadas, dentro da mesma espécie, épocas do ano e tipos de células
cancerigenas. Os resultados do estudo da diversidade genética utilizando caracteristicas
fenotipicas, quimicas e nutricionais indicaram que o teor de 4gua, massa fresca, contelido de
flavonoides e potassio dos cladodios foram as caracteristicas que mais contribuiram para a
variabilidade genética entre os gendtipos. Essas caracteristicas estdo significantemente
correlacionadas com massa seca, largura, comprimento, area, extrato ndo nitrogenado e
compostos fendlicos dos cladddios. Essa pesquisa também agrupou as variedades de acordo
com suas similaridades, em dois a cinco grupos distintos, facilitando a escolha de cruzamentos
entre genotipos viaveis, visando ganhos genéticos entre as caracteristicas de interesse.

Palavras-chave: analise de alimento, analise multivariada, anticancer, metabdlitos secundarios



VARIABILITY GENETIC, MORPHOLOGICAL AND PHYTOCHEMICAL OF
GENOTYPES OPUNTIA AND NOPALEA

GENERAL ABSTRACT

The cactus pear of the Opuntia and Nopalea genres are species of plants very cultivated
in the semiarid region of Brazil, mainly for forage production for animals in the dry season.
The cladodes of the plant has been considered per long time an important source of nutrients
for human and animal alimentation, besides have beneficial properties for health. Because of
great genetic diversity of these genres, with about 300 species, there is a need to characterize
the varieties grown in Brazil in order to get nutritionals information and bioactive properties.
The objective of this study was to characterize the genetic and temporal variability of chemical
and nutritional profile of cladodes of varieties of cactus pear of the genres Opuntia and Nopalea
cultivated in semiarid region of Brazil; evaluate the potential antioxidant and cytotoxic of
ethanol crude extracts of cladodes of these varieties, against human cancer cells; besides,
characterize the genetic diversity through characteristics phenotypic, chemical and nutritional,
and determine the correlation and importance of these characteristics in the variability between
genotypes, using multivariate techniques. The researches were conducted with seven cactus
pear varieties (IPA-100003, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200008, IPA-200149
and IPA-200016) in two seasons, dry and rainy. The plants were cultivated under rainfed
conditions in the experimental station of Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA), located
in Arcoverde-PE. Plants were analyzed by 19 morphologic characteristics and 20 chemical and
nutritional attributes. The results of the study of the chemical and nutritional profile of the
cladodes of cactus pear varieties confirm the nutritive value so much in animal nutrition how
much in human nutrition. The components chemical and nutritional of the cactus pear have a
wide variation so much in its composition how much in its content, and vary between plant
species studied, within the same species, among cladodes within the genotype and season
collect material. The studies confirmed that the secondary metabolites (bioactive compounds)
present in the cactus pear have antioxidant and cytotoxic activity against cells of human cancer
studied (HCT-116-colon rectal, SF-295-glioblastoma and OVCAR-8-ovarian carcinoma).
These substances are of the class of phenolic compounds (phenolic acids and flavonoids) and/or
sterols identified in the cladodes. Just as in the chemical composition, antioxidant and cytotoxic
activity of the extract ethanol crude of cladodes varies between plant species studied, within the
same species, seasons of the year and types of cancer cells. The results of the study of genetic
diversity using phenotypic, chemical and nutritional characteristics indicated that the water
content, fresh weight, flavonoid content and potassium of the cladodes were the characteristics
that most contributed to the genetic variability between genotypes. These characteristics are
significantly correlated to dry weight, width, length, area, nitrogen free extract and phenolic
compounds of cladodes. This research also grouped the varieties according to their similarities,
in two to five groups different, facilitating the choice of viable crosses between genotypes,
aiming genetic gains between the characteristics of interest.

Key words: anticancer, food analysis, multivariate analysis, secondary metabolites



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 11
Tabela 2.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea,
utilizadas no estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil
Tabela 2.2. Andlise de variancia e estimativas do coeficiente de variacdo ambiental
(CVe), da razédo entre os coeficientes de variacdo genético (CVg) e
ambiental (CVe), da herdabilidade no sentido amplo (h?) das
caracteristicas morfoldgicas e comportamentais de sete variedades de
palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido
semiérida de Pernambuco
Tabela 2.3. Média das caracteristicas morfologicas e comportamentais das sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco
Tabela 2.4. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco,
tendo como base caracteristicas morfologicas e comportamentais, a
distancia generalizada de Mahalanobis e 0 método de otimizacdo de
Tocher
Tabela 2.5. Estimativa dos autovalores associados aos componentes principais e
importancia relativa (autovetores) referente a 19 caracteristicas
morfolégicas e comportamentais das sete variedades de palma
forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido
semiarida de Pernambuco
Tabela 2.6. Estimativa dos autovalores associados a varidveis canbnicas e
importancia relativa (autovetores) referente a 19 caracteristicas
morfolégicas e comportamentais das sete variedades de palma
forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido
semiarida de Pernambuco
Tabela 2.7. Contribuicdo relativa de 19 caracteristicas morfoldgicas e
comportamentais para a diversidade genética das sete variedades
de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semiarida de Pernambuco, por meio da metodologia de
Singh (1981)
Tabela 2.8. CorrelagOes entre as caracteristicas morfolégicas e comportamentais
das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea cultivadas na regido semiérida de Pernambuco
CAPITULO I
Tabela 3.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea,
utilizadas no estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil
Tabela 3.2. Analise de variancia e estimativas do coeficiente de variagdo ambiental
(CVe), da razédo entre os coeficientes de variacdo genético (CVg) e
ambiental (CVe), da herdabilidade no sentido amplo (h?) das
caracteristicas quimicas e nutricionais de sete variedades de palma
forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido
semiarida de Pernambuco
Tabela 3.3. Média das caracteristicas quimicas e nutricionais das sete variedades
de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semiarida de Pernambuco

Pagina
51

53

56

56

62

63

64

67

77

79

81



Tabela 3.4. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco,
tendo como base caracteristicas quimicas e nutricionais, a distancia
generalizada de Mahalanobis e o método de otimizacao de Tocher

Tabela 3.5. Estimativa dos autovalores associados aos componentes principais e
importancia relativa (autovetores) referente a 20 caracteristicas
quimicas e nutricionais das sete variedades de palma forrageira dos
géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de
Pernambuco

Tabela 3.6. Contribuicdo relativa de 20 caracteristicas quimicas e nutricionais das
sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, por meio da
metodologia de Singh (1981)

Tabela 3.7. CorrelagBes entre as caracteristicas quimicas e nutricionais das sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco

CAPITULO IV

Tabela 4.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea,

utilizadas no estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil

Tabela 4.2. Composi¢do quimica e bromatoldgica dos cladddios de segunda,
terceira e quarta ordem da variedade de palma forrageira IPA-100003

Tabela 4.3. Composicdo quimica e bromatoldgica dos cladédios de segunda e
terceira ordem da variedade de palma forrageira IPA-200016

Tabela 4.4. Composi¢do quimica e bromatoldgica dos cladddios de segunda,
terceira, quarta, quinta e sexta ordem da variedade de palma
forrageira IPA-200008

Tabela 4.5. Composi¢do quimica e bromatoldgica dos cladddios de segunda,
terceira, quarta e quinta ordem da variedade de palma forrageira IPA-

100004

Tabela 4.6. Composicdo quimica e bromatoldgica dos cladddios de segunda,
terceira, quarta, quinta, sexta e sétima ordem da variedade de palma
forrageira IPA-200021

Tabela 4.7. Composicdo quimica e bromatoldgica dos cladédios de segunda e
terceira ordem da variedade de palma forrageira IPA-200205

Tabela 4.8. Composi¢do quimica e bromatoldgica dos cladddios de segunda,
terceira e quarta ordem da variedade de palma forrageira IPA-200149

Tabela 4.9. Composicdo quimica e bromatoldgica dos cladddios secundarios de
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea

Tabela 4.10. Composi¢do quimica e bromatoldgica dos cladodios terciarios de

variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea

CAPITULO V

Tabela 5.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea,

utilizadas no estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil

Tabela 5.2. Perfil fitoquimico de extrato etandlico bruto de variedades de palma
forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, nos periodos seco e
chuvoso

CAPITULO VI

Tabela 6.2. Perfil fitoquimico de extrato etandlico bruto de variedades de palma
forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, nos periodos seco e
chuvoso

83

84

87

92

104

110

111

112

113

114

115

116

117

118

128

131

152



Tabela 6.3. Deslocamento quimico observado no espectro de RMN de 'H de 158
extrato etandlico bruto de variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea no periodo seco e chuvoso

Tabela 6.4. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros 168
Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco,
tendo como base o0 espectro de RMN de 'H na estagdo seca, a medida
de similaridade expressa pelo indice de Jaccard e o meétodo de
otimizacao de Tocher

Tabela 6.5. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros 168
Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco,
tendo como base o espectro de RMN de *H na estagdo chuvosa, a
medida de similaridade expressa pelo indice de Jaccard e o método de
otimizacdo de Tocher



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1.1. Distribuicdo de Opuntia spp. no mundo. (Saenz et al., 2006a)
Figura 1.2. Disseminacdo de Opuntia spp. no mundo. (Griffth, 2004)
Figura 1.3. Distribuicdo de Opuntia spp. pelo nordeste do Brasil
CAPITULO 11

Figura 2.1. Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de
sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base
caracteristicas morfologicas e comportamentais

Figura 2.2. Dispersdo gréafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea, em relacdo ao primeiro, segundo e terceiro
componente principal (Cl, C2 e C3) tendo como base seis
caracteristicas morfologicas e comportamentais

Figura 2.3. Dispersdo grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea, em relacdo a primeira, segunda e terceira variavel
candnica (VC1, VC2 e VC3) tendo como base seis caracteristicas
morfoldgicas e comportamentais

CAPITULO Il

Figura 3.1. Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de
sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base
caracteristicas quimicas e nutricionais

Figura 3.2. Dispersdo grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea, em relacdo ao primeiro, segundo e terceiro
componente principal (Cl1, C2 e C3) tendo como base vinte
caracteristicas quimicas e nutricionais

CAPITULO V

Figura 5.1. Teor de compostos fenolicos e flavonoides totais das variedades de

palma. (a) periodo seco; (b) periodo chuvoso. (V1) IPA-100003 (O.
ficus indica), (V2) IPA-200016 (O. stricta), (V3) IPA-200008 (O.
atropes), (V4) IPA-100004 (N. cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N.
cochenillifera), (V6) IPA-200205 (N. cochenillifera) e (V7) IPA-
200149 (O. larreri). *As médias seguidas pela mesma letra nas
colunas pretas ou cinzas ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. As
barras representam a média (n=3) xdesvio padrao

Figura 5.2. Determinacdo de antocianinas no periodo seco e chuvoso de variedades
de palma. (V1) IPA-100003 (O. ficus indica), (V2) IPA-200016 (O.
stricta), (V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-100004 (N.
cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-
200205 (N. cochenillifera) e (V7) IPA-200149 (O. larreri). *As
médias seguidas pela mesma letra nas colunas pretas ou brancas néo
diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott

Pagina

21
22
23

57

58

59

83

85

133

136



ao nivel de 5% de probabilidade. As barras representam a média (n=3)
+desvio padréo
Figura 5.3. Determinacéo da atividade antioxidante total no periodo seco e chuvoso
de variedades de palma. (V1) IPA-100003 (O. ficus indica), (V2) IPA-
200016 (O. stricta), (V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-100004
(N. cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-
200205 (N. cochenillifera) e (V7) IPA-200149 (O. larreri). *As médias
seguidas pela mesma letra nas colunas pretas ou brancas ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade. As barras representam a média (n=3) tdesvio
padrdo
Figura 5.4. Correlagdo entre atividade antioxidante total e teor de compostos
fenolicos totais (a) e/ou flavonoides totais (b) de variedades de palma.
(V1) IPA-100003 (O. ficus indica), (V2) IPA-200016 (O. stricta),
(V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-100004 (N. cochenillifera),
(V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-200205 (N.
cochenillifera) e (V7) IPA-200149 (O. larreri). ES: estacéo seca. EC:
estacdo chuvosa
CAPITULO VI
Figura 6.1. Espectro de RMN de H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-
100003 (V1) (O. ficus indica), de palma forrageira, coletada no periodo
seco (a) e chuvoso (b)
Figura 6.2. Espectro de RMN de *H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-
200016 (V2) (O. stricta), de palma forrageira, coletada no periodo seco
(@) e chuvoso (b)
Figura 6.3. Espectro de RMN de H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-
200008 (V3) (O. atropes), de palma forrageira, coletada no periodo
seco (a) e chuvoso (b)
Figura 6.4. Espectro de RMN de H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-
200149 (O. larreri) (V7), de palma forrageira, coletada no periodo seco
(@) e chuvoso (b)
Figura 6.5. Espectro de RMN de *H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-
100004 (V4) (N. cochenillifera), de palma forrageira, coletada no
periodo seco (a) e chuvoso (b)
Figura 6.6. Espectro de RMN de H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-
200021 (V5) (N. cochenillifera), de palma forrageira, coletada no
periodo seco (a) e chuvoso (b)
Figura 6.7. Espectro de RMN de *H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-
200205 (V6) (N. cochenillifera), de palma forrageira, coletada no
periodo seco (a) e chuvoso (b)
Figura 6.8. Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de
sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base o
espectro de RMN de 'H na estagéo seca
Figura 6.9. Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de
sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base o
espectro de RMN de *H na estagdo chuvosa
Figura 6.10. Dispersao grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea, em relacdo ao primeiro, segundo e terceiro

137

138

159

160

161

162

163

164

165

168

168

169



Figura 6.11.

Figura 6.12.

componente principal (C1, C2 e C3) tendo como base o0 espectro de
RMN de H na estacio seca

Dispersao gréafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea, em relacdo ao primeiro, segundo e terceiro
componente principal (C1, C2 e C3) tendo como base o0 espectro de
RMN de H na estacio chuvosa

Atividade citotoxica contra células de cancer humano (a) HCT-116
(colon retal humano), (b) SF-295 (glioblastoma humano) e (c)
OVCAR-8 (ovario humano) de extrato etandlico bruto de variedades
de palma forrageira (Opuntia e Nopalea), coletadas no periodo seco
e chuvoso. (V1) IPA-100003 (O. ficus indica), (V2) IPA-200016 (O.
stricta), (V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-100004 (N.
cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-
200205 (N. cochenillifera) e (V7) IPA-200149 (O. larreri). As barras
representam a media (n=3) +desvio padrdo

170

171



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

ABA — Acido abscisico

ABTS"" - 2,2’-azino-bis-(3-etilbezotiazolina-6-acido sulfonico)
ATP — Trifosfato de adenosina

Ca - Calcio

CAM - Metabolismo acido das crassulaceas

Cu - Cobre

CV - Coeficiente de variagédo

DNA - Acido desoxirribonucleico

DMSO - Dimetilsulféxido

EE — Extrato etéreo

ENN — Extrato ndo nitrogenado

EROs — Espécies reativas de oxigénio

FB — Fibra bruta

FE - Ferro

GAE - Equivalente de acido géalico

HCI — Acido Cloridrico

IPA — Instituto Agronémico de Pernambuco

K — Potassio

Mg - Magnésio

MF — Materia fresca

MM — Matéria mineral

mM - milimolar

MN - Manganés

MS — Matéria seca

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil brometo de tetrazolina
N - Nitrogénio

Na - Sodio

NaCl — Cloreto de sodio

Na2CO3 — Carbonato de sodio

NADPH — Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
P - Fosforo

PT — Proteina total

QE - Equivalente de quercetina

RL — Radicais livres

RMN — Ressonancia magnética nuclear

RNA - Acido ribonucléico

S - Enxofre

TEAC — Atividade antioxidante equivalente ao Trolox
TROLOX - 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico
UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
USA - United States of America

UV - Radiagdo ultravioleta

Zn —Zinco



CAPITULO |

Contextualizacao

10



1.1 Introducéo Geral

A regido semiarida do Nordeste do Brasil € caracterizada por apresentar elevadas
temperaturas diurnas, e em alguns locais baixa temperaturas noturnas, alta radiacao solar, baixa
umidade do ar, baixa precipitacdo pluviométrica, com chuvas descontinuas, infrequentes,
imprevisiveis, aleatorias, que se concentram em poucos meses. Os solos em sua grande maioria
sdo rasos, com baixa capacidade de armazenamento de agua, valores de pH baixos (&cidos),
drenagem insuficiente, e em algumas localidades séo salinizados, e com baixa disponibilidades
de alguns nutrientes essenciais ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Todas essas
caracteristicas limitam o cultivo das plantas nessa area (ANDRADE et al., 2006; DUBEUX-
JUNIOR et al., 2013).

Nesta regido a disponibilidade de dgua é, portanto, um fator limitante ao crescimento e
desenvolvimento das plantas e seres vivos em geral. Uma vez que, a insolagdo, temperatura e
aporte de nutrientes, apesar de divergirem entre os locais, variam pouco dentro desses
ambientes. Assim, a producado vegetal (fitomassa) depende exclusivamente da disponibilidade
de 4gua no solo. Como na regido semiarida a precipitacdo € inconstante, e como a maioria dos
solos tem restricdes fisicas, o acumulo de agua no solo é temporario, pois depende da
precipitacdo, da evaporacdo superficial e da transpiracdo das plantas que ali habitam. Dessa
maneira, a producdo de fitomassa nesses ambientes também sdo efémeros (ANDRADE et al.,
2006).

A principal atividade econdmica da populacdo que vive na zona rural dessas areas é 0
extrativismo vegetal e a agropecuaria, com destaque para a agricultura de subsisténcia (milho,
feijdo, mandioca, batata doce, batata inglesa, fava, jerimum, etc.) e a criagdo de animais, com
destaque para a criacdo de bovinos, ovinos e caprinos (DUQUE, 2004).

A agricultura de sequeiro € a principal técnica de cultivo e, por isso, o0s agricultores
convivem com altos riscos de perdas, devido, principalmente, a alta variabilidade das chuvas.
A agricultura irrigada também néo oferece alternativa para a maioria das areas, uma vez que
uma pequena area do semiarido do Brasil é passivel de irrigacdo (LEITE, 2009). Assim, a
pecudria tem sido uma das principais aptiddes dessas regides, considerando a irregularidade de
chuvas e adaptacdo dos rebanhos de bovinos, ovinos e caprinos a condic¢des de seca.

No geral, tais rebanhos sdo criados extensivamente, alimentando-se exclusivamente da
vegetacdo nativa (OLIVEIRA et al., 2010). Assim, a pastagem nativa torna-se um importante

recurso forrageiro, onde pelas caracteristicas sazonais das plantas, pelas condi¢des adversas de

11



climae solo, e principalmente, por parte da vegetacao ser de plantas ndo forrageiras, apresentam
baixa capacidade de suporte, e consequentemente a atividade pecuéria também apresenta baixos
indices de produtividade. Desta forma, torna-se necessario encontrar alternativas sustentaveis
de producdo vegetal, que permitam a fixacdo do homem no campo, garantindo-lhe renda e
qualidade de vida (DUBEUX-JUNIOR et al., 2013).

Nesse contexto, a palma forrageira se torna uma boa opcéo de cultivo por se adaptar a
ambientes com déficit hidrico. Pois, apresenta caracteristicas anatdmicas, morfoldgicas,
fisioldgicas e quimicas que permitem seu crescimento e desenvolvimento nas condigdes
edafoclimaticas da regido semiarida do Brasil. Dentre as estratégias de adaptacdo a seca, a
palma possui mecanismos que reduzem a perda de agua ao minimo, e absorvem agua das mais
ligeiras precipitacdes e umidade do ar, mantendo ao maximo o turgor das células (OLIVEIRA
etal., 2010).

A palma forrageira € a cactacea mais estudada e a de maior importancia econémica no
mundo. Essas plantas séo utilizadas para diversos fins, como alimentacdo humana e animal,
producdo de energia, medicina, cosméticos, industria quimica e alimenticia, producdo de
corante de carmim, uso como cercas Vvivas, paisagismo, controle da erosdo e conservacao dos
solos. E dificil encontrar uma planta tao distribuida e explorada, principalmente em zonas aridas
e semidridas, ou como economia de subsisténcia pelos produtores de pequenos animais, ou
como cultura voltada para o mercado industrial (BARBERA et al., 2001; DUBEUX-JUNIOR
etal., 2013).

No Brasil estima-se que existam aproximadamente 600.000 ha cultivados com palma
forrageira das espécies Opuntia ficus indica (cv. Gigante, Redonda e IPA 20) e Nopalea
cochenillifera (cv. Milda), onde cerca de 550.000 ha estdo concentrados na regido semiarida
do Nordeste, e sdo destinados, exclusivamente, para a alimenta¢do dos animais, notadamente
nos meses secos do ano (DUBEUX-JUNIOR et al., 2013; SANTOS et al., 2006).

A maior parte das areas plantadas com palma no semiarido do Nordeste é unicamente
para a producéo de forragem para 0s animais, isso se deve aos fortes incentivos governamentais
com politicas publicas, pesquisas e extensdo rural, apoio de agentes financeiros concedendo
créditos rurais, do setor privado, industrias de processamento de leite, sindicatos e conselhos
municipais de desenvolvimento sustentavel (DUBEUX-JUNIOR et al., 2013; SANTOS et al.,
2006).

A importancia da palma, como reserva forrageira, é significativa na sustentabilidade da

pecudria regional, segmento fortemente atingido pela escassez de alimentos. Constitui-se numa
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das principais forrageiras para o gado leiteiro na época seca, principalmente nos estados de
Pernambuco, Alagoas, Paraiba e Sergipe (LIMA et al., 2009). Nos Ultimos anos, com
ocorréncia de secas prolongadas, associadas a falta de forragem nesse periodo, e os elevados
precos pagos para aquisicao e transporte de alimentos vindos de outras regides (Sul, Sudeste e
Centro Oeste), a palma esta ganhando destaque também em outros estados como Bahia, Cear3,
Maranhdo, Minas Gerais, Piaui e Rio Grande do Norte.

Nos ultimos anos o governo do Brasil tem feito esforcos para diversificar o uso da
cultura, com o intuito de agregacao de valor a seus produtos e subprodutos, gerando emprego e
renda para a melhoria da qualidade da populacdo que vivem nessas areas. O incentivo a
agroindustrializacdo, com a fabricacdo de salmoura, picles, gelatina, sucos, adesivos, borracha
sintética, anticorrosivos, papel, cola para etiquetas e selo, laca natural para tratamento de
madeira, fibras para artesanato, corante, mucilagem, antitranspirante xampus, sabonetes e
artigos medicinais. Além, do estimulo a introducdo na alimentacdo do nordestino, com o
desenvolvimento de pratos e sobremesas com os cladddios, como guisados, ensopados, tortas,
sopas, saladas, sucos, geleias, doces e balas; e o consumo dos frutos in natura, sucos, geleias e
doces em calda (GURJAO et al., 2013; OLIVEIRA, 2011; PEREIRA; LOPES, 2011).

Ultimamente, o consumo de alimentos nutritivos, que possam trazer beneficios a satde
humana e animal esta sendo muito procurados e difundidos pelo mundo. Os cladddios de palma
tém sido considerados, por muito tempo, uma importante fonte de nutrientes para a alimentagéo
humana e animal na América Latina e no mundo. Além do mais, os cladodios possuem
propriedades benéficas para a salde animal e humana e tém sido comprovados os seus efeitos
cicatrizantes, antiinflamatérios, antiulcerogénicos e anticancer, hepatoprotetores,
condroprotetores (osteoartrites), hipoglicemiante, diuréticos, antigastricos, antiaterosclerose,
prevencdo contra diabetes, hipertrofia prostatica, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, desordens alérgicas, fragilidade capilar, melhora a agregacdo plaquetaria
humana, atua contra infec¢fes de bactérias, fungos e virus, entre outros beneficios (EL-
MOSTAFA et al., 2014; MARTINS, 2011; SHEDBALKAR et al., 2010).

Por apresentar uma grande diversidade genética nos géneros Opuntia e Nopalea, com
cerca de 300 espécies (MONDRAGON-JACOBO; PEREZ-GONZALEZ, 2001), existe a
necessidade de se caracterizar as variedades cultivadas no Brasil a fim de se obter informagdes
nutricionais e propriedades bioativas. Assim, objetivou-se com este estudo caracterizar a
variabilidade genética e temporal do perfil quimico e nutricional dos cladodios de sete

variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida
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do Brasil; avaliar o potencial antioxidante e citotdxico de extratos etandlico bruto de cladodios
dessas variedades, contra células de cancer humano; além de determinar a correlacdo e
importancia de caracteristicas quimicas, nutricionais e fenotipicas na diversidade entre 0s

gendtipos.

1.2 Referencial Tedrico

1.2.1 A palma forrageira

1.2.1.1 Adaptacao ecoldgica e quimicas as regides aridas e semiaridas

Em regides aridas e semiaridas a disponibilidade de &gua é fator limitante ao
crescimento e desenvolvimento das plantas e seres vivos, em geral. No entanto, a palma
forrageira desenvolveu estratégias de adaptacdo para sobreviver nesses ambientes, gracas a
mudancas anatémicas, morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas, que permitem absorver dgua
da mais insignificante chuva, além de reduzir a perda de 4gua ao minimo, mantendo o turgor
das células (OLIVEIRA et al., 2010).

Entre as adaptacGes anatbmicas, estd a presenca de cuticulas espessas, que evitam a
perda de agua pela transpiracdo, e ajuda na conducdo da umidade atmosférica através da
superficie do caule (cladddio), para os glogquideos e espinhos (folhas modificadas) que possuem
microcavidades em sua extremidade que absorvem agua. Além do mais refletem parte da
radiacdo solar, reduzindo a temperatura do cladodio e a transpiracdo. As células possuem
vacuolos grandes que acumulam volumosas quantidades de agua e outros compostos quimicos
que sevem como osmorreguladores e sequestradores de radicais livres (ions, osmolitos
compativeis, moléculas antioxidante, etc.). Os estdmatos estdo em nimero reduzido e possuem
aberturas pequenas, proximos as superficies inferiores e superiores dos cladédios. Os arranjos
entre as células do mesdéfilo sdo proximos, evitando a perda de CO; e agua durante o dia. O
clorénquima (parénquima que contém clorofila) é muito aquoso e desenvolvido, com a presenca
de drusas (cristais de oxalato de célcio), que tem um importante papel na retencao de agua, pois
baixa a pressdo osmotica, contribuindo para baixar o potencial hidrico das células (HILLS,
2001; SCHEINVAR, 2012).

Entre as adaptacfes morfologicas estdo as raizes muito ramificadas que podem alcancgar
varios metros de comprimento, dispostas proximo a superficie do solo para absorver agua de
chuvas leves e até do orvalho das noites, através das suas regides piliferas. Além disso, as raizes

para evitar a perda de agua em solo seco (déficit hidrico) se cobrem com uma camada
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relativamente impermedvel a 4gua e algumas morrem, formando uma camada de cicatrizacéo,
reduzindo a condutividade hidraulica desse 6rgdo. Outra caracteristica € a substituicdo das
raizes mortas ou desidratadas, logo ap6s as primeiras horas do retorno da umidade do solo. Os
caules (cladddios) sdo espessos e suculentos, e armazenam grandes quantidades de agua e
carboidratos, que serviram para passar o periodo de déficit hidrico; além do mais, nos cladédios
estdo presentes aréolas com gloquideos e espinhos (folhas modificadas), que reduzem a area de
contato da epiderme com a radiacdo solar, diminuindo a temperatura e a superficie de
evapotranspiracdo, evitando a perda de agua; ademais, essas folhas modificadas permitem a
condensacdo do vapor de agua e o escorrimento da agua em direcdo a suas extremidades, que
possuem microcavidades ligadas aos vasos do xilema (HILLS, 2001; SCHEINVAR, 2012).

Entre as adaptaces fisiologicas esta o processo fotossintético metabolismo acido das
crassulaceas (CAM), onde as plantas abrem seus estbmatos a noite para fixacdo do CO, em
fosfoenolpiruvato para formar o oxaloacetato, que é armazenando sob a forma de &cido malico,
que sofre reacdes e é transformado em moléculas de glicose, no periodo diurno. A temperatura
amena a noite faz com que se reduzam as diferencas entre o teor de vapor de agua entre 0s
cladodios e o ar que os rodeiam, evitando a perda de 4gua no processo de fixacdo de CO», uma
vez que pela mesma cavidade que é absorvido o CO2 acontece a transpiracdo e perda de agua
da planta (NOBEL, 2001). Outra caracteristica ¢ a perda de agua preferencialmente pelas
células do parénquima, enquanto é mantida a hidratacdo das células do clorénquima
(parénguima clorofiliano ou fotossintetizante), quando as plantas estdo sob déficit hidrico,
permitindo a continuacdo da fotossintese mesmo sob estresse hidrico, uma vez que, esse tecido
possui grande quantidade de cloroplastos e organelas citoplasmaticas dotadas de clorofila
(SAMPAIO et al., 2005). As raizes enviam sinais quimicos para a parte aérea que agem
diretamente no comportamento dinamico dos estdmatos, além de estimular a expansdo do
sistema radicular para zonas mais profundas e umidas do perfil do solo quando expostas ao
déficit hidrico, esse processo ndo esta caracterizado nos géneros Opuntia e Nopalea, e precisa
de estudos para determinar quais moléculas participam desses processos, provavelmente o ABA
estd envolvido. O efeito geral desse hormdnio é promover o crescimento da raiz pela inibicdo
da sintese de etileno durante o estresse hidrico, e atuar no fechamento estomético, auxiliando a
planta a absorver agua, e reduzir a perda de agua pela transpiracdo sob condic¢des de déficit
hidrico (NOBEL; ZUTTA, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Entre as adaptacBes bioquimicas estdo a producdo e o acumulo de metabdlitos priméarios

e secundarios. O acumulo de metabolitos primarios como os aminoacidos (prolina, triptofano,
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fenilalanina, histidina), os carboidratos (sacarose, rafinose, frutose, maltose, trealoses, manitol,
sorbitol, ribitol, inositol), o composto de amdnio quaternario (glicina betaina), estdo associados
ao ajustamento osmotico das células expostas ao déficit hidrico. Os compostos fenolicos
(fenilpropanoides, flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, cumarinas, ligninas, taninos),
terpenos (tocoferol, saponinas, acido betulinico, carotenoides) e compostos nitrogenados ndo
proteicos (alcaldides, glucosinolatos, acido y-amino butirico-GABA) contribuem tanto para o
equilibrio redox, por eliminar espécies reativas de oxigénio (EROs) (moléculas altamente
danosas a células), e por manter o turgor, e estabilizar proteinas e membranas celulares de
plantas expostas ao déficit hidrico, salinidade e temperaturas elevadas, fatores de estresse a que
plantas das regiGes semiaridas estdo sujeitas (BARTWAL et al., 2013; RAMAKRISHNA;
RAVISHANKAR, 2011; RODZIEWICZ et al., 2014).

1.2.1.2 Importéancia para o semiérido brasileiro

A palma forrageira € a cactacea mais estudada e a de maior importancia econdémica no
mundo. Essas plantas sdo utilizadas para diversos fins, alimentacdo humana, alimentacédo
animal, producado de energia, medicina, cosméticos, industria quimica e alimenticia, producéo
de corante de carmim, uso como cercas vivas, paisagismo, controle da eroséo e conservagao
dos solos. E dificil encontrar uma planta tdo distribuida e explorada, principalmente nas zonas
aridas e semiéridas, ou como economia de subsisténcia pelos produtores de pequenos animais,
ou como cultura voltada para o mercado industrial (BARBERA et al., 2001; DUBEUX-
JUNIOR et al., 2013).

A expansdo do cultivo da palma em regides semiaridas do mundo, em especial nos
sistemas de producdo pecudrio, se deve ao fato dessa planta ser adaptada a esses ambientes,
além do mais, a elevada producéo de forragem de qualidade e de baixo custo, torna-se atraente
em comparacao a outras forrageiras cultivadas (SANTOS et al., 2001).

No Brasil, estima-se que existam, aproximadamente, 600.000 ha cultivados com palma
forrageira das espécies Opuntia ficus indica (cv. Gigante, Redonda e IPA 20) e Nopalea
cochenillifera (cv. Miuda), onde desses, cerca de 550.000 ha estdo concentrados na regido
semiérida do Nordeste, e sdo destinados, exclusivamente, para a alimentacdo dos animais,
notadamente nos meses secos do ano. Os outros 50.000 ha sdo cultivados em S&o Paulo, nos
municipios de Valinhos, Jundiai, Mogi das Cruzes, Campinas e Itapeva e sdo cultivados téo

somente para a producéo de frutas para os principais supermercados das capitais brasileiras, e
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exportadas para a Europa e Estados Unidos, a preco de R$ 27,60 a 30,00/kg (DUBEUX-
JUNIOR et al., 2013; PEREIRA; LOPES, 2011).

A maior parte das areas plantadas com palma no semiarido do Nordeste é unicamente
para a producéo de forragem para 0s animais, isso se deve aos fortes incentivos governamentais
com politicas publicas, pesquisas e extensdo rural, apoio de agentes financeiros concedendo
créditos rurais, do setor privado, industrias de processamento de leite, sindicatos e conselhos
municipais de desenvolvimento sustentavel. A pesquisa e extensao tiveram grande destaque
nos estudos realizados com a cultura, objetivando maiores produtividades, devido a selecéo de
genotipos produtivos, tolerantes aos ambientes, resistentes a cochonilha do carmim
(Dactylopius opuntiae), controle de pragas e doencgas, melhoramento genético, técnicas de
cultivo, tratos culturais, adubacdo, irrigacédo, colheita e pos-colheita; além do valor nutricional
de dietas para ruminantes (DUBEUX-JUNIOR et al., 2013; PEREIRA et al., 2015; SANTOS
et al., 2006).

A importancia da palma, como reserva forrageira, é significativa na sustentabilidade da
pecuaria regional, segmento fortemente atingido pela escassez de alimentos. A mesma
constitui-se numa das principais forrageiras para o gado leiteiro na época seca, principalmente
nos estados de Pernambuco, Alagoas, Paraiba e Sergipe (LIMA et al., 2009). Nos ultimos anos
com os adventos das secas prolongadas, culminada com a falta de forragem nesse periodo, e 0s
elevados precos pago para aquisicao e transporte de alimentos de outras regides (Sul, Sudeste
e Centro Oeste), a palma estd ganhando destaque em outros estados como Bahia, Ceara,
Maranhdo, Minas Gerais, Piaui e Rio Grande do Norte.

Levantamentos realizados no sertéo e agreste de Pernambuco revelaram que 85% e 32%
das propriedades rurais, respectivamente, cultivam a palma. No agreste da Paraiba esse indice
chega a 98%, sendo uma das principais fontes de alimentacdo para os ruminantes. A area média
destinada a essa cultura € de 4,0 ha, variando de 0,5 até 30 ha, dependendo da extensao de terra
que o agricultor tem disponivel para as lavouras (LEITE, 2009).

De acordo com Santos et al. (2006) e Farias et al. (2005), a palma se destaca como um
volumoso suculento muito importante para os rebanhos, especialmente nos periodos de secas
prolongadas, possuindo a maior producio de matéria fresca (77,8 a 180 t.ha.ano™* MF) que as
demais forrageiras, e por ndo precisarem ser armazenadas como silagem ou feno, mantendo seu
valor nutritivo durante todo o periodo de estiagem. Tornando-se uma alternativa para

pecuaristas e agricultores de regides aridas de todo o mundo. Ademais, ap6s a colheita 0s
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cladddios podem ser armazenados por 16 dias sem perda significativa de matéria seca e
carboidratos soluveis.

A composicao quimica da palma forrageira varia segundo a espécie, a cultivar, a idade
do cladddio, condicdes edafoclimaticas, adubacdes e tratos culturais, no geral suas principais
caracteristicas sdo: alto contetdo de agua, minerais e carboidratos solUveis, vitaminas, elevada
digestibilidade, alta palatabilidade e baixos teores de matéria seca, fibra bruta, proteinas e
fosforo, que corrigidos com adicdo de alimentos fibrosos e proteicos a dieta animal, permite
producdo elevada no periodo da estacdo seca. Além de possuir baixo percentual de parede
celular e alta concentracdo de carboidratos ndo fibrosos, e compostos bioativos (carotenoides,
acidos graxos, compostos fendlicos, alcaloides) (GOMES, 2011; SAENZ, 2006b; SANTOS et
al., 2006).

Segundo Santos et al. (2006), a palma apesar de ter um bom valor nutritivo, ela ndo
pode ser a Unica fonte de alimento para os animais, notadamente vacas leiteiras. Ela deve ser
complementada com volumosos como silagens, fenos, restos de cultura, bagaco de cana, pasto
nativo, etc., para evitar a ocorréncia de diarreias (ndo patoldgicas) que normalmente ocorrem
guando se usa exclusivamente a palma na alimentacao.

A palma ndo é somente importante nutricionalmente, mas é uma forma de suprir agua
aos animais. Seus cladddios contém em média 90% de agua que representa para 0 semiérido,
uma valiosa contribui¢do para o acimulo e suprimento desse liquido para os animais. 1sso
permite que o consumo de agua (L.dia™*) pelos animais seja reduzido em 70 a 90%, diminuindo
a dependéncia de recursos hidricos ja escassos no periodo seco (DUBEUX-JUNIOR et al.,
2013).

Além do déficit hidrico a salinidade dos solos é um dos principais fatores ambientais
que limitam a produtividade agricola devido aos seus efeitos no crescimento e desenvolvimento
vegetal. A regido nordeste do Brasil é a maior regido com éareas salinizadas, devido a baixa
precipitacdo, alta evapotranspiracdo, drenagem deficiente e utilizacdo de agua de ma qualidade
em cultivos irrigados (ALVES, 2009).

A palma é considerada uma cultura moderadamente resistente a salinidade dos solos
(>4,0 dS m™ ou 40 mM NaCl). Cony et al. (2006), estudando o efeito do estresse salino (0, 25,
50 e 100 mM NaCl) em O. spinulifera e O. robusta ndo detectaram diferencas no nimero de
cladodios, conteudo de matéria seca (MS) da parte aérea ou raiz quando as plantas séo expostas
a concentracoes de 50 mM NacCl. No entanto, aqueles autores observaram redugdes de 28 e

45% MS das raizes quando O. spinulifera foram expostas a 25 e 50 mM NacCl),
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respectivamente. Todavia, a exposi¢do das plantas a 100 mM NaCl reduziu o nidmero de
cladddios (33 e 20%), matéria seca da parte aérea (55 e 55%) e raizes (70 e 61%) das duas
especies O. robusta e O. spinulifera, respectivamente. Franco-Salazar e Véliz (2007) e Nerd et
al. (1991) estudando o estresse salino (0, 50, 100, 150 e 200 mM NaCl) em Opuntia ficus indica,
relataram que visualmente as plantas ndo apresentaram danos (clorose, amarelecimento ou
necrose), além do mais, o crescimento com base na MS teve um leve aumento. No entanto, foi
observado reducdo no teor de agua e na suculéncia, que resultou em cladédios mais flacidos na
concentracdo de NaCl acima de 100 mM, também foram afetadas a razdo de MS da raiz/caule,
em salinidades acima de 150 mM.

Outra caracteristica que pode ser de suma importancia é a capacidade dessa planta de
ser utilizada na conservacao e protecao dos solos (ALBUQUERQUE; SANTOS, 2005). O seu
sistema radicular se caracteriza por ser superficial, com distribui¢do horizontal que pode chegar
a 30 cm de profundidade e 4 a 8 m de comprimento (HILLS, 2001). A massa radicular se
concentra na profundidade de 0-18 cm (96%), registrando-se somente cerca de 4% na faixa de
18 a 36 cm (ZUNIGA-TARANGO et al., 1999). Essas caracteristicas garantem uma boa
estrutura e sustentacdo do solo, evitando que o mesmo seja arrastado pelo vento ou pelas chuvas
intensas, evitando a perda da camada superficial do solo (NEFZAOUI; SALEM, 2001). Além
do mais, essas raizes estdo associadas a micorrizas ou bactérias nitrificantes que absorvem o
nitrogénio do ar, enriquecendo o solo e reduzindo os efeitos da desertificacdo (SCHEINVAR,
2012).

Assim, seu cultivo ganha cada vez mais importancia na prevencdo do avanco da
desertificacdo, onde com o uso de tecnologias apropriadas esses plantios garantem
desenvolvimento sustentaveis. Evitando a exposic¢do direta do solo ao vento e a dgua da chuva,
pela cobertura do solo. Além de enriquecer o solo com nutrientes (fixacdo bioldgica); e
acumular dgua no solo, com o uso de terracos de palma em terrenos com declive.

Nos ultimos anos o governo do Brasil tem feitos esforcos para diversificar o uso da
cultura. Aos poucos a palma vem sendo introduzida na alimentacdo do nordestino. O
reconhecimento de seu valor nutritivo vem motivando o desenvolvimento de pratos e
sobremesas com os cladddios, como guisados, ensopados, tortas, sopas, saladas, sucos, geleias,
doces e balas. Além do consumo dos frutos in natura, sucos, geleias e doces em calda
(GURJAO etal., 2013; OLIVEIRA, 2011; PEREIRA; LOPES, 2011).

No estado da Bahia em alguns municipios, principalmente na chapada Diamantina,

Canudos, Rio de Contas, Valente e Sdo Domingos a palma é utilizada na alimentacdo humana.
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Os brotos sdo empacotados e comercializados nas feiras livres, como verduras para diversos
pratos da culinaria. O “cortadinho de palma” esta entre as comidas tipicas mais apreciadas pelos
moradores e turistas da regido. Esse prato é considerado trivial e indispensavel para ser
acompanhado com feijédo e arroz, servidos quase todos os dias na mesa dos moradores dessas
regides. Além do consumo in natura, os brotos sdo processados em salmoura ou vinagre, pré-
cozidos, feito geleias, doces e balas. Os frutos sdo utilizados para a producdo de doces,
comportas e geleias (CUNHA, 2012; GUEDES, 2002; GURJAO et al., 2013; OLIVEIRA,
2011).

No estado da Paraiba, municipios de Juazeirinho e S&0 Mamede, sdo desenvolvidos
produtos dos mais variados, como artesanatos, comidas, doces, licor, geleia, bombons,
conservas, cosméticos (shampoo, sabonetes e cremes para as maos), etc. (PEREIRA; LOPES,
2011).

E inegavel o potencial significativo dessa cultura na contribuicdo com o
desenvolvimento da zona semiérida nordestina, onde sua exploracgao racional e econdmica tem
ajudado na conservacdo do meio ambiente e seguranca alimentar e nutricional dos rebanhos e
da populacdo em geral (CHIACCHIO et al.,, 2006). Além do mais, o incentivo da
agroindustrializacao de produtos e subprodutos a base de palma forrageira, como a fabricagéo
de salmoura, picles, gelatina, sucos, adesivos, borracha sintética, anticorrosivos, papel, cola
para etiquetas e selo, laca natural para tratamento de madeira, fibras para artesanato, corante,
mucilagem, antitranspirante, xampus, sabonetes e artigos medicinais seriam uma boa opc¢éo
para a agregacdo de valor a producdo, gerando emprego e renda para a melhoria da qualidade

da populagdo que vivem nessas areas.

1.2.1.3 Origem, classificacdo taxondmica e distribuicdo geografica da palma
forrageira
A palma é originada da Ameérica tropical e subtropical, mas, atualmente encontra-se
difundida em uma grande variedade de condic¢Ges edafocliméticas nos continentes americano,
africano, asiatico, europeu e oceénico, nas formas cultivada e silvestre (SAENZ et al., 2006a).
A palma pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Caryophyliales, familia Cactaceae, subfamilia Opuntioideae. Sua taxonomia € muito dificil por
varias razOes, inclusive porque seus fendtipos apresentam variacdo segundo as condigdes
ambientais, além disso, sdo frequentes os casos de poliploidia que existe em um grande numero

de populagdes que se reproduzem vegetativamente e sexualmente, e a existéncia de muitos
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hibridos interespecificos, ja que quase todas as espécies florescem durante 0 mesmo periodo do
ano e nao existe barreiras bioldgicas que as separem (ANDERSON, 2001; SCHEINVAR, 2001;
2012).

O nome cientifico do género Opuntia foi atribuido pela Tournefort em 1700, por sua
semelhanga com uma planta espinhosa que cresce na aldeia de Opus regido de Leocrid, Bedcia,
na Grécia. Esse género inclui 11 subgéneros, Opuntia, Consolea, Austrocylindropuntia,
Brasiliopuntia, Corynopuntia, Cylindropuntia, Grusonia, Marenopuntia, Nopalea, Stenopuntia
e Tephrocactus (SCHEINVAR, 2001). Varios autores divergem na colocacdo taxondmica da
palma dentro da subfamilia Opuntioideae. Alguns autores consideram todas as espécies de
palma dentro do género Opuntia, outros propdem a divisdo dessas plantas em dois géneros
Opuntia e Nopalea (SAENZ et al., 2006a; SCHEINVAR, 2001 e 2012).

As palmas inicialmente foram introduzidas na Espanha, através do México, e foram
distribuidas por toda a bacia do Mediterraneo. As primeiras plantas de palmas foram
provavelmente cultivadas proximo a Sevilla e Cadiz, pontos finais das viagens para a India
(BARBERA, 2001). Assim, existem atualmente plantas de palma na forma selvagem ou
cultivada no sul da Espanha, Portugal e em toda a bacia do Mediterraneo (Franca, Grécia, Italia,
Turquia e Israel). Os arabes levaram da Espanha para a Africa, espalhando-se para Argélia,
Egito, Eritréia, Etiopia, Libia, Marrocos e Tunisia. No entanto, a sua distribuicao é ainda maior;
no continente Americano, se encontra no Canada, Chile, Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia,
Chile, Estados Unidos da Ameérica, México, Peru, Venezuela e varios paises da América Central
e do Caribe; em outros continentes se encontram na Angola, Africa do Sul, Austrélia e india,

existindo espécies tanto cultivadas quanto silvestres (SAENZ et al., 2006a).

Figura 1.1. Distribui¢do de Opuntia spp. no mundo. (S&enz et al., 2006a)
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Figura 1.2. Disseminacdo de Opuntia spp. no mundo. (Griffth, 2004)

No Brasil a palma foi introduzida pelos portugueses na época da colonizacéo, em 1818,
provavelmente trazida das ilhas Canarias para a cidade do Rio de Janeiro, visando a producéo
de corante vermelho, usado na industria, no qual é produzido pela cochonilha do carmim
(Dactylopius opuntiaea) que se desenvolvem em seus cladodios (SIMOES et al., 2005). Os
relatos indicam que o frei José Mariano da Conceicdo Veloso foi o primeiro a reunir
informacdes sobre técnicas de cultivo, manejo e producdo de carmim (GOIS et al., 2013b).

Além disso, esses pesquisadores relatam em seus estudos que o Brasil fez duas
importaces de mudas de palma, uma em 1877, através do sueco Herman Theodor Lundgren e
do cearense Delmiro Goveia, que tinham fabricas de tecido em Pernambuco, Alagoas e Paraiba.
A outra aconteceu em 1915 pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS)
para os estados da Bahia, Paraiba e Ceara como incentivo a producao de forragem adaptadas ao
déficit hidrico (SIMOES et al., 2005). Somente durante a grande seca de 1932, por iniciativa
do Ministro da Viagédo e Obras Publicas, o paraibano José Américo de Almeida, o cultivo dessa
forrageira foi disseminado para todo o Nordeste, do Piaui a Bahia (NASCIMENTO, 2008).
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Google®, 2015

Figura 1.3. Distribuicdo de Opuntia spp. pelo nordeste do Brasil

1.2.1.4 Descrigao da planta

As palmas tém sido descritas por numerosos autores (BRAVO, 1978; PIMIENTA,
1990; SUDZUKI et al., 1993; HILLS, 2001; SCHEINVAR, 2001; NOBEL; BOBICH, 2002;
OLIVEIRA et al., 2010) portanto, aqui se faz uma descricao resumida das diferentes partes da
planta segundo Séenz et al. (2006b).

As palmas sdo plantas arbustivas, rasteiras ou eretas que podem alcangar 3,5 a 5,0
metros de altura. O sistema radicular é extenso, densamente ramificado, rico em raizes finas
absorventes e superficiais.

Os cladddios (caules modificados) apresentam forma de raquete ovoide ou alongada
podendo atingir 60-70 cm de comprimento. Em ambos os lados estdo presentes gemas
(auréolas), que tém a capacidade de desenvolver novos cladodios, flores e raizes.

As auréolas apresentam em sua cavidade espinhos (folhas modificadas), que podem ser
de dois tipos: pequenas, agrupadas em grande numero (gloquideos), ou grandes. Os caules
(cladddios) se tornam lignificados ao longo do tempo e podem se transformar em caules
lenhosos, rachados, de coloragdo ocre-branco a acinzentado.

As flores sdo sésseis, hermafroditas e solitarias, se desenvolvem normalmente na parte
superior dos cladddios. Sua coloracdo é variavel, vermelho, amarelo, branco, entre outras cores.

O fruto é uma baga falsa com ovario inferior simples e carnoso. A forma e o tamanho
sdo variaveis, podem ser ovoides, redondos, elipticos e oblongos, com as extremidades
achatadas, concavas ou convexas. As cores sao diversas, vermelho, alaranjado, roxo, amarelo e
verde, com a polpa também das mesmas cores. A epiderme é semelhante ao cladédio, incluindo

as aureolas com numerosos gloquideos e espinhos, que ao contrario dos cladddios persistem
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mesmo apds o amadurecimento do fruto. A casca do fruto varia grandemente em espessura e

também na quantidade de polpa. Esta Gltima apresenta muitas sementes, viaveis e abortadas.

1.2.1.5 Composi¢ao quimica e nutricional dos cladodios

O conteudo e a composi¢do quimica e nutricional dos cladodios de palma variam de
acordo com diversos fatores, entre eles, das condi¢bes edafoclimaticas do local de cultivo, da
estacdo do ano, da idade da planta, das espécies e variedades estudadas, entre outros. Os
cladodios sdo constituidos, principalmente, por agua (85,6 a 95,00% MF), carboidratos (42,40
a80,90% MS), fibras (6,20 a 77,5% MS), cinzas (5,20 a 23,00% MS), proteinas (1,13 a 19,00%
MS) e lipideos (0,10 a 4,00% MS) (BATISTA et al., 2003; BENSADON et al., 2010;
CHAHDOURA et al., 2015; DUBEUX-JUNIOR et al., 2010; GUEVARA-FIGUEROA et al.,
2010; SILVA et al., 2012; STINTZING; CARLE, 2005).

Os carboidratos consistem, principalmente, de uma mistura de mucilagem e pectina,
polissacarideos que tem a capacidade de reter dgua, por isso, sd0 muito importantes na
resisténcia ao déficit hidrico nas plantas, além, de aglcares redutores (6,40 a 362,89 mg.g™*
MS). Os principais actcares encontrados sdo, 0s monossacarideos, ramnose (1,96%), manose
(3,76%), galactose (9,28%), xilose (5,14%), arabinose (10,92%), glicose (42,20%), frutose
(40,90%), fucose (0,20%), acido uroénico (21,63%), é&cido galacturbnico (26,53%), o
oligossacarideo, sacarose (18,22%), e os polissacarideos, amido e celulose (GINESTRA et al.,
2009; RAMIREZ-MORENO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2010; STINTZING; CARLE, 2005).

As cinzas sdo compostas principalmente por potassio (25,90 a 2.250,00 g.kg* MS),
calcio (17,00 a 375,00 g.kg* MS), magnésio (8,00 a 725,00 g.kg™* MS), sddio (0,75 a 142,50
g.kg? MS), fosforo (0,70 a 6,00 g.kg™* MS), ferro (40,30 a 750,00 mg.kg™ MS), manganés
(62,00 a 984,41 mg.kg* MS), zinco (22,00 a 120,80 mg.kg™* MS), cobre (4,06 a 41,25 mg.kg™
MS) e enxofre (1,50 a 5,10 g.kg™ MS) (BATISTA et al., 2003; BENSADON et al., 2010;
CHAHDOURA et al., 2015; DUBEUX-JUNIOR et al., 2010; GUEVARA-FIGUEROA et al.,
2010; SILVA et al., 2012; STINTZING; CARLE, 2005).

As proteinas sdo compostas pelos aminoacidos alanina (0,07 a 0,54 mg.g* MS), arginina
(0,28 a 2,77 mg.g'* MS), asparagina (0,18 a 6,02 mg.g™* MS), acido aspartico (0,25 a 0,52 mg.g"
1 MS), 4cido glutamico (0,31 a 0,64 mg.g’* MS), glutamina (2,03 a 6,35 mg.g’* MS), cistina
(0,12 mg.g’t MS), glicina (0,06 a 3,28 mg.g™* MS), histidina (0,24 a 0,49 mg.g™* MS), isoleucina
(0,22 a 2,49 mg.g* MS), leucina (0,15 a 2,27 mg.g MS), lisina (0,29 a 0,61 mg.g* MS),
metionina (0,16 a 0,34 mg.g’* MS), fenilalanina (0,20 a 3,02 mg.g™* MS), serina (0,38 a 0,79
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mg.g MS), treonina (0,24 a 2,81 mg.g* MS), tirosina (0,08 a 15,02 mg.g™ MS), triptofano
(0,06 20,12 mg.g’t MS), valina (0,44 a 3,73 mg.g* MS), prolina (5,85 a 6,11 mg.g™* MS), acido
aminobutirico (tragos), carnosina (tracos), citrulina (tracos), ornitina (tracos) e taurina (tracos)
(EL-MOSTAFA et al., 2014; LOPEZ-CERVANTES et al., 2011; STINTZING; CARLE,
2005).

Os lipideos s@o compostos pelos acidos graxos, laurico (1,33 a 1,92%), miristoleico
(0,91 a 1,07%), miristico (0,56 a 1,96%), pentadecandico (0,46%), pentadecendico (0,21%),
palmitoléico (0,24 a 0,57%), palmitico (13,87 a 30,70%), margarico (1,01%), heptadecandico
(0,17%), linoléico (25,05 a 34,87%), linolénico (21,58 a 33,23%), linoelaidico (0,18%),
gadoelico (0,18%), oléico (9,48 a 32,83%), cis-octadecenoico (0,82%), vacénico (0,53 a
0,65%), estearico (3,33 a 4,04%), araquidénico (0,85 a 1,11%), gondoico (0,18 a 0,41%) e
beénico (1,02 a 4,00%) (ABIDI et al., 2009; CARREIRA et al,. 2014; LOPEZ-CERVANTES
etal., 2011).

Além dessas substancias estdo presentes nos cladddios de palma glicoproteinas, &cidos
organicos (malico, oxalico, citrico, malénico, tartarico, succinico, piscidico, 2-E-feruloil-
piscidico, forbico, eucomico, n-butileucomato e metileucomato), vitaminas (&cido ascorbico,
tiamina, riboflavina e niacina), compostos fenolicos (acidos fendlicos, flavonoides e taninos),
terpenos (carotenoides, ester6is e saponinas) e compostos nitrogenados nao proteicos
(alcaloides e poliaminas) (BARI et al., 2012; BENSADON et al., 2010; CORRAL-AGUAYO
et al., 2008; EL-MOSTAFA et al., 2014; RAMIREZ-MORENO et al., 2013; STINTZING;
CARLE, 2005).

1.2.1.5.1 Composicdo dos metabdlitos secundarios (compostos bioativos) dos
cladodios
Durante muitos anos foi desconhecida a importancia adaptativa da maioria dessas
substancias produzidas pelas plantas que ndo pareciam ter fungéo direta no seu crescimento e
desenvolvimento (fotossintese; respiracdo; transporte e translocacdo de agua e solutos; sintese
de proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos; assimilacdo de nutrientes; diferenciacédo
celular, etc.) e eram considerados produtos finais do metabolismo, ou mesmo residuos, sem
fungéo aparente. Todavia no final do seculo XIX e inicio do XX, 0s quimicos organicos,
interessados nessas substancias como drogas medicinais, venenos, aromatizantes e materiais
industriais, baseando-se nas suas estruturas quimicas e biolégicas comegaram a aprofundar seus
estudos (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Atualmente, sabe-se que os metabdlitos secundarios, também chamados de compostos
bioativos ou compostos naturais tém importantes fungdes nos ecossistemas como moléculas de
sinal, reconhecimento, defesa e inibi¢cdo ou ainda como substancias venenosas. Nas plantas,
essas substancias atuam, principalmente, como reguladores no crescimento e desenvolvimento,
na sinalizacdo sexual, e na defesa vegetal contra estresses bidticos e abiéticos (BUCHANAN
et al., 2009). Nos seres humanos e animais essas moléculas tém um grande potencial na
manutencdo da satde dos individuos (NAZARENO, 2013).

Os metabolitos secundarios resumidamente podem ser divididos em trés grandes grupos
quimicamente divergentes: os compostos fendlicos, os terpenos, e compostos nitrogenados ndo
proteicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de substancias que possuem pelo menos
um anel aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por uma hidroxila (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Dentre as substancias que foram encontradas nos cladddios de palma estdo o0s
acidos fendlicos, flavonoides e taninos. O conteudo de acidos fendlicos nos cladddios da palma
varia de 0,318 a 249,10 mg.g* MS (BARI et al., 2012; GALLEGOS-INFANTE et al., 2009;
GUEVARA-FIGUEROA et al., 2010; SANTOS-ZEA et al., 2011), o de flavonoides de 0,002
a 84,45 mg.g* MS (GALLEGOS-INFANTE et al., 2009; SANTOS-ZEA et al., 2011) e de
taninos de 1,90 a 30,18 mg.g™* MF (CASTILLO et al., 2010; MENDEZ et al., 2012).

Dentre os principais compostos fendlicos identificados estdo os &cidos fendlicos,
Opuntiol (2-hidroximetil-4-metoxi-a-pirona), p-hidroxibenzoico, 1-heptanecanol, ferulico,
piscidico, eucomico, p-hidroxibenzaldeido, 3,4-dihidroxibenzoico, 4-hidroxibenzoico,
vanilico, malico, etil-3,4-dihidroxibenzoico, 4-etoxi-6-hidroximetil-a-pirona, acido galico,
cumarico, salicilico, siringico, cafeico, sinapico, zatarosideo-A, n-butil-p-D-frutopiranosideo,
4-O-glucosil-mapico; os flavonoides, isorametina-3-glucosideo, isorametina-3-rutinosideo,
isorametina-3-galactosideo, isorametina-3-O-p-D-galactosil-4’-O-B-D-glucosideo,
isorametina-3,4’-di-O-B-D-glucosideo, isorametina-3-O-3-D-(6-O-a-L-ramnosil)-glucosil-4’-
O-p-D-glicosideo, isorametina-glucosil-ramnosil-ramnosideo, isorametina-glucosil-ramnosil-
(xilosideo ou arabinosideo), isorametina-glucosil-ramnosil-pentosideo, isorametina-glucosil-
pentosideo, isorametina-glucosil-ramnosideo, (isorametina + 1 hexose + 1 metilpentose +
pentose), (isorametina + 1 hexose + 1 pentose), isorametina-2-hexose-deoxihexose,
isorametina-3-O-p-D-(6-0-a-L-ramnosil)-galactosideo, isorametina-3-O-B-D-(6-O-a-L-
ramnosil)-glucosideo, isorametina-3-O-neohesperidosideo, isorametina-3-O-rutinosil-4’-O-f3-

D-glucosideo, isorametina-3-O-(2,6-diramnosil)-glucosideo, isorametina-3-O-(6’-O-E-
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feruloil)-neohesperodosideo, 2,3-dihidrocampferol, metil-3-campferol, campferol-7-O-§-D-
glucopiranosideo, campferol-7-O-B-D-glucopiranosil-(1-4)-p-D-glucopiranosideo, campferol-
7-O-glucosideo, campferol-hexose-deoxihexose, campferol-glucosil-ramnosideo, campferol-
2-hexose, campferol-3-metileter, 3,3-dimetilquercetina, quercetina-3-ramnosideo, quercetina-
3-O-metiléter, metil-3-quercetina, quercetina-hexose, quercetina-hexose-deoxihexose, 2,3-
dihidroquercetina, isorametina, campferol, quercetina, rutina (quercetina-3-rutinosideo),
mirecetina, vitexina, orientina, eriodictiol, taxifolina (dihidroxiquercetina), aromadendrina
(dihidroxicampferol), mangaslina (quercetina-3-[2G-ramnosilrutinosideo]), nicotiflorina
(campferol-3-O-rutinosideo),  narcissina  (isorametina-3-O-rutinosideo),  isoquercetina
(quercetina-3-O-glucosideo), isoquercitrina (quercetina-3-O-B-glucopiranosideo),
protoantocianidinas; e taninos (hidrolisados e condensados) (EL-MOSTAFA et al., 2014;
GUEVARA-FIGUEROA et al., 2010; GINESTRA et al., 2009; KIM; PARK, 2009;
MARTINS, 2011; MENDEZ et al., 2012; SALEEM et al., 2006; SANTOS-ZEA et al., 2011;
STINTZING; CARLE, 2005; VALENTE et al., 2010).

Os terpenos ou terpendides constituem uma classe de metabdlitos secundarios onde a
maioria das substancias sdo insoluvel em agua. Essas substancias sdo derivadas de unidades de
isopreno, pentacarbonada (C5), também chamadas de isoprendides (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Dentre as substancias relatadas em cladddios de palma estdo as moléculas (6S,9S)-3-0x0-a-
ionol-B-D-glucopiranosideo, corchoionosideo-C, Opuntiosideo-A [(6R)-9,10-dihidroxi-4,7-
megastigmadieno-3-one-9-O-f-D-glucopiranosideo], Opuntiosideo-B [(6S)-9,10-dihidroxi-
4,7-megastigmadieno-3-one-9-O-B-D-glucopiranosideo], os carotenoides, esterdis e saponinas
(LEE et al., 2003; SALEEM et al., 2006).

O conteido de carotenoides varia de 0,0013 a 21,32 mg.g! MS. Os principais
carotenoides identificados sdo 0 B-caroteno (36%), a-criptoxantina (20%) e luteina (44%)
(BENSADON et al., 2010; CORRAL-AGUAYO et al., 2008; RAMIREZ-MORENO et al.,
2013; STINTZING; CARLE, 2005).

A percentagem de esterdis na fracdo lipidica varia de 4,40 a 5,00% (colesterol), 8,00 a
8,80% (metilcolesterol) e 86,70 a 87,00% (sitoesterol). Além dessas moléculas foram relatadas
a presenca dos triterpenos, a-amirina, 3-B-acetiltaraxerol, friedelina e lupenona (MARTINS,
2011; STINTZING; CARLE, 2005).

O contetido de tocoferol (vitamina E) € 0,08 mg.g* MS (CORRAL-AGUAYO et al.,
2008).
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O contetdo de vitamina C (acido ascorbico e dehidroascorbico) varia de 0,57 a 3,08
mg.gt MS (CORRAL-AGUAYO et al., 2008; RAMIREZ-MORENO et al., 2013). O contelido
das vitaminas B1 (tiamina), riboflavina (B2) e niacina (B3) nos cladddios de palma sao
respectivamente, 0,02; 0,07 e 0,05 mg.g* da MS (EL-MOSTAFA et al., 2014).

Os compostos nitrogenados ndo proteicos constituem uma classe de metabolitos
secundarios, que possuem em sua estrutura o N. Entre as moléculas que j& foram identificadas
nos cladodios estdo as poliaminas (espermina, espermidina e putrecina), as aminas (tiramina,
N-metiltiramina, 3-metoxitiramina, e colina), os alcaloides (mescalina, 3,4-
dimetoxifenetilamina e ordenina) (STINTZING; CARLE, 2005).

1.2.1.5.2 Acumulo de metabdlitos secundarios nos cladddios e adaptacdo das
plantas ao estresse oxidativo

Os radicais livres (RL) sdo todos os &tomos ou moléculas que tem elétrons ndo pareados
em sua camada externa. Sao substancias instaveis que se multiplicam em cascatas, tém uma
vida extremamente curta e reagem com todo tipo de molécula pelo mecanismo de
oxidorreducdo (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo subprodutos das reacdes redox (redugdo-
oxidacgéo), que podem se apresentar como radicais livres ou como néo radicais moleculares. As
(EROs) sdo formadas a partir da excitacdo do oxigénio atmosférico (O2) que resulta na
formacdo de oxigénio singlete (*O) ou pela transferéncia de um, dois ou trés elétrons para O
formando, respectivamente, radical superdxido (O2’), radical hidroperoxila (HO2) ou peroxido
de hidrogénio (H20-) e radical hidroxila (HO"). Essas moléculas sdo tdxicas, pois, provocam
peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas, inibicdo enzimatica e danos ao DNA e RNA
causando disfuncéo celular, lesdes necroticas e morte da célula (ROSA et al., 2009). Uma vez
que as EROs reagem com as moléculas de lipideos, proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos e
carboidratos, causando danos as células (BARBOSA et al., 2014).

As EROs sdo produzidas normalmente nos processos que dependem do oxigénio, como
a fotossintese, respiracdo aerobica e fotorespiracdo das plantas. No entanto, o déficit hidrico,
salinidade, temperatura elevada, alta luminosidade e radiacdo ultravioleta (UV) as quais as
plantas do semiarido estdo diariamente expostas, provocam o aumento dessas moléculas que
causam o estresse oxidativo. Assim, as plantas desenvolveram mecanismos para se protegerem
dos danos que as EROs provocam produzindo moléculas antioxidantes (ROSA et al., 2009;
SILVEIRA et al., 2009).
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A eliminagdo de EROs é realizada por moléculas antioxidantes ndo enzimaticas, como
glutationa reduzida (GSH), ascobarto (AsA), flavonoides, cumarinas, alcaldides, éacidos
fenolicos, aminoacidos ndo proteicos, sesquiterpenos, isopreno, tocoferois, vitaminas (acido
ascorbico), pigmentos carotenoides; e enzimaticos, como a superoxido dismutase (SOD),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxiase (GPX), peroxirredoxina (PRXR), catalase
(CAT), ascorbarto peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR), polifenol oxidase (PPO) (AZEVEDO et al., 2009;
BARTWAL et al., 2013; SOARES; MACHADO, 2007).

1.2.1.6 Estresse oxidativo, antioxidantes e doencas em animais e humanos

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias indica que os radicais livres
e outros oxidantes sdo os grandes responsaveis pelo envelhecimento, e doencas autoimunes,
infecciosas, inflamatérias, degenerativas (cancer), cardiovasculares, hepatopatias, cataratas,
declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais. Ademais, os danos causados no DNA pelos
radicais livres, também tem papel importante nos processos mutagénicos e carcinogénicos
(GOTTLIEB et al., 2011; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Nos animais e seres humanos as EROs (02, HO2, H202, HO, NO™ e NO) séo
produzidas naturalmente nos processos metabolicos e fisiologico e estdo envolvidas com a
producdo de ATP, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, entre outros processos.
Todavia, em determinadas condicdes, como lesdes quimicas ou por radiacdo, toxidez do
oxigénio e outros gases, envelhecimento celular, morte microbiana por células fagociticas,
danos inflamatdrios, etc., podem ocorrer elevacdo em sua producao no organismo, levando ao
estresse oxidativo (GOTTLIEB et al., 2011; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

As EROs causam danos ao organismo por reagirem com substancias quimicas organicas
e inorganicas, como proteinas, lipideos, carboidratos, principalmente com moléculas
importantes nas membranas celulares e acidos nucleicos. Os efeitos sdo amplos, mas 0s danos
celulares mais relevantes envolvem a peroxidacdo lipidica das membranas, modificacGes
oxidativas das proteinas, lesdes no acido desoxirrinonucléico (DNA) e lesbes de reperfusdo
(GOTTLIEB et al., 2011; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

As células tentando se proteger do excesso de EROs e manter o equilibrio redox,
produzem uma variavel gquantidade de substéncias antioxidantes, a exemplo das enzimas,
superdxidos dismutases (citoplasmatica e mitocondrial), catalase, glutationa peroxidase e

glutationaredutase; e substancias ndo enzimaticas, como a glutationa, acido lipdico, albumina,
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ubiquinona, metalotioneinas, transferrina e ceruloplasmina (GOTTLIEB et al.,, 2011,
PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Além das substancias antioxidantes que o proprio organismo produz, os alimentos
ingeridos podem também conter moléculas capazes de inibir a oxidacdo de outras moléculas, a
exemplo temos o acido ascérbico, tocoferol, carotenoides, compostos fendlicos, compostos
nitrogenados n&o proteicos e demais metabolitos secundarios vegetais, zinco, cobre, selénio e
magnésio, que ajudam na reciclagem e reacdes de regeneracao que otimizam a protecao contra
os radicais livres (GOTTLIEB et al., 2011; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Assim, o consumo de alimentos que contenham essas moléculas antioxidantes é
importante para a manutencdo do equilibrio redox das células e consequentemente menor
incidéncia e menor mortalidade por doencas crénicas ndo transmissiveis, sobretudo o cancer

em seres humanos.

1.2.1.7 Utilizac&o de cladddios de palma na nutricdo e prevencdo de doencas

Nos ultimos anos o consumo de alimentos nutritivos e que possam trazer beneficios a
salde humana e animal estdo sendo muito procurados e difundidos pelo mundo. Os cladddios
de palma tém sido considerados por muito tempo uma importante fonte de nutrientes para a
alimentacdo humana e animal na América Latina e no mundo. Além do mais, os cladodios
possuem propriedades benéficas para a salide animal e humana e tém sido comprovados 0s seus
efeitos cicatrizantes, antiinflamatérios, antiulcerogénicos e anticancer, hepatoprotetores,
condroprotetores (osteoartrites), hipoglicemiante, diuréticos, antigastricos, antiaterosclerose,
prevencdo contra diabetes, hipertrofia prostatica, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, desordens alérgicas, fragilidade capilar, melhora a agregacao plaquetéria
humana, atua contra infeccGes de bactérias, fungos e virus, entre outros beneficios (EL-
MOSTAFA et al., 2014; MARTINS, 2011; SHEDBALKAR et al., 2010).

Os cladoddios de palma sdo muito consumidos no México, Estados Unidos e Japdo como
hortalica, seu contetdo de fibras dietéticas é alto e sdo maiores que a grande maioria das frutas
e hortalicas conhecidas comercialmente. Além disso, sdo ricos em minerais, principalmente o
calcio, magnésio e potassio, ademais, o contetido de sddio € baixo, sendo um alimento benéfico
para a saude humana. Ainda, o contetdo de carotenoides, acidos graxos e vitamina (C, B e E)
séo considerados medianos em comparagdo a outras hortalicas (NAZARENO, 2013; NEPA-
UNICAMP, 2006; PEREIRA; LOPES, 2011; SAENZ, 2006b).
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Por possuir um alto conteddo de metabdlitos secundarios (compostos bioativos), a
exemplo das fibras, dos hidrocoldides (mucilagem), carotenoides, esterois, &cidos graxos,
minerais (Ca, Mg e K), vitaminas (C, B e E), compostos fendlicos (&cidos fenolicos e
flavonoides) e compostos nitrogenados ndo proteicos (alcaloides e poliaminas), os cladodios de
palma s&o considerados alimentos funcionais ou nutracéuticos (NAZARENO, 2013; SAENZ,
2006b).

A fibra dietética tem relacdo com a satude humana por controlar o colesterol e prevenir
algumas doencas como diabetes e obesidade. Sao constituidas por celulose, hemicelulose e
lignina, componentes quimicos resistentes as enzimas digestivas (SAENZ, 2006b).

A fibra dietética € classificada em dois grupos de acordo com sua solubilidade em &gua:
sollveis e insolGveis. A primeira € composta pela mucilagem, gomas, pectinas e hemicelulose;
e a segunda é composta por celulose, lignina e uma fragdo de hemicelulose (SAENZ, 2006b).

As fibras sollveis estdo associadas a saude humana por reduzir os niveis de glicose e
colesterol e atuam na estabilizacdo de vazamento gastrico. As fibras insolliveis tém a
capacidade de reter agua e agem no intercambio idnico, absorcéo de &cidos biliares, minerais,
vitaminas e outras interacbes com a flora microbiana (EL-MOSTAFA et al., 2014; SAENZ,
2006b).

Os é&cidos graxos principalmente o acido linoleico é benéfico a saude por ajudar a
prevenir os efeitos hipercolesterolémicos e por possuir propriedades inibitérias contra células
metastaticas de cancer de colo. O acido linolénico atua prevenindo doengas cardiovasculares,
inflamatdrias, desordens autoimunes e diabetes (EL-MOSTAFA et al., 2014).

Os esterois encontrados nos cladodios e frutas tém acdo analgésica e antiinflamatoria.
O principal esteroide identificado foi o B-sitoesterol (NAZARENO, 2013).

Os polissacarideos, carotenoides, acido ascérbico, tocoferol, os compostos fenélicos e
0s compostos nitrogenados ndo proteicos, se destacam na salide humana pela sua atividade
antioxidante comprovada, atuando contra o envelhecimento acelerado das células (BARI et al.,
2012; BENSADON et al., 2010; KUT]I et al., 2004; SANTOS-ZEA et al., 2011; VALENTE et
al., 2010; ZHONG et al., 2010).

Os flavonoides e compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que tém efeito
protetor contra o cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, prevengdo de
inflamacGes, desordens alérgicas, fragilidade capilar e agregacéo plaquetaria humana (AHMED
et al., 2005; GINESTRA et al., 2009; NECCHI et al., 2011). Os efeitos benéficos dos
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compostos fendlicos na salde humana estdo associados & capacidade antioxidante e
sequestradora de radicais livres.
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Estudo da variabilidade genética, correlacdo e importancia de caracteristicas fenotipicas
em palma forrageira (Opuntia e Nopalea)

Resumo — A palma forrageira € uma planta muito cultivada no Nordeste do Brasil contribuindo,
significativamente, para a alimentagdo dos rebanhos, principalmente em periodos de seca. Por
apresentar alta variacao fenotipicas entre as variedades cultivadas nessa regiao € imprescindivel
0 estudo da diversidade genética. Assim, 0s objetivos do trabalho foram caracterizar a
diversidade genética em sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
através de 19 caracteristicas morfoldgicas e comportamentais, e determinar a correlacdo
fenotipica e importancia dessas caracteristicas na variabilidade entre os genétipos, utilizando
técnicas de analise multivariadas. O estudo foi conduzido na estacéo experimental do IPA, em
Arcoverde-PE, utilizando delineamento em bloco ao acaso, com trés repeti¢cdes. Os materiais
IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205 e IPA-200149
foram avaliados quanto a 19 caracteristicas quantitativas das plantas. Os dados coletados foram
analisados pela analise de variancia pelo teste F, e as médias agrupadas pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). A herdabilidade no sentido amplo e correlagdo fenotipica das caracteristicas
foram estimadas. A diversidade genética foi estimada por métodos multivariados. As anélises
de variancia e diversidade genética revelaram diferencas significativas entre os gendtipos,
sendo possivel a formacdo de dois, trés ou quatro grupos geneticamente distintos. Os valores
de herdabilidade variaram de 79,59 - 97,02%. O teor de 4gua e massa fresca do cladodio séo as
caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia genética entre os materiais. Além
disso, essas caracteristicas sdao correlacionadas, positiva e significantemente, com massa seca,
largura, comprimento e area do cladodio. Assim, fica confirmado a variabilidade genética entre
as variedades estudadas de palma e o potencial uso delas em programas de melhoramento. As
técnicas de analise multivariadas sdo eficientes no estudo da diversidade genética nos géneros

Opuntia e Nopalea.

Termos para indexacgdo: analise multivariada, agrupamento, caracterizacdo de forrageiras,

distancia genética, semiarido brasileiro
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Study of genetic variability, correlation and importance of phenotypic characteristics in
cactus pear (Opuntia and Nopalea)

Abstract — The cactus pear is a plant much cultivated in northeastern Brazil contributing,
significantly, to the alimentation of herds, mainly in dry periods. Due to high phenotypic
variation between varieties cultivated in this region is essential the study of genetic diversity.
Like this, the objectives of this study were to characterize the genetic diversity in seven varieties
of cactus pear of the Opuntia and Nopalea genres through 19 morphological and behavioral
characteristics, and determine the phenotypic correlation and importance of these
characteristics in the variability between genotypes, using techniques multivariate analysis. The
study was conducted at the experimental station of IPA, in Arcoverde-PE, using design block
at random, with three replications. The materials IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-
100004, IPA-200021, IPA-200205 and IPA-200149 were evaluated for 19 quantitative traits of
plants. The collected data were analyzed by analysis of variance by F test and the averages
grouped by the Scott-Knott test (p<0.05). The heritability in the broad sense and phenotypic
correlation of the characteristics were estimated. The genetic diversity was estimated by
multivariate methods. The analyses of variance and genetic diversity revealed significant
differences between genotypes, with the possible formation of two, three or four genetically
distinct groups. The heritability values ranged from 79.59 to 97.02%. The water content and
fresh mass of cladode are the characteristics that most contributed to the genetic divergence
between the materials. Furthermore, these traits are correlated, positive and significantly with
dry mass, width, length and area of the cladode. Thus, it is confirmed the genetic variability
among the varieties studied of cactus pear and the potential use of them in breeding programs.
The techniques of analysis multivariate are effective in the study of genetic diversity in the

genus Opuntia and Nopalea.

Index terms: brazilian semiarid, characterization of forage, clustering, genetic distance,

multivariate analysis
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2.1 Introducéo

A palma (Opuntia spp. e Nopalea spp.) € uma cactacea originaria do México, pais que
as exploram desde o periodo pré-hispanico, detendo a maior diversidade genética e uma das
maiores areas cultivadas do mundo com mais de 28,3 milhGes de hectares. A distribuicdo atual
dessas plantas no mundo inclui ambientes distintos e uma ampla faixa de espécies, o que deve
a alta variacdo genética, que se origina da grande diversidade ecoldgica das areas de onde séo
nativas (BARRIOS; MUNOZ-URIAS, 2001; LOPEZ-GARCIA et al., 2001).

Essas plantas sdo utilizadas para diversos fins, alimentacdo humana, alimentacédo
animal, producéo de energia, medicina, cosméticos, industria quimica e alimenticia. E dificil
encontrar uma planta tdo distribuida e explorada, principalmente nas zonas aridas e semiaridas,
ou como economia de subsisténcia pelos produtores de pequenos animais, ou como cultura
voltada para o mercado industrial (BARBERA et al., 2001).

Por suas caracteristicas fisiologicas, morfolégicas e quimicas que conferem a essas
plantas tolerar ambientes aridos e semiaridos, principalmente no que se refere a absorcao,
aproveitamento e uso da agua, elas se adaptaram muito bem no Nordeste do Brasil. Essa regido
¢ caracterizada por apresentar alto indice de evaporacdo anual, superior a 2.000 mm, e média
anual de chuvas inferior a 750 mm, concentrada em um Gnico periodo de 3 a 5 meses, além
disso, em alguns anos a estiagem é prolongada, resultando no fenémeno das secas (ARAUJO
et al., 2005).

As espécies Opuntia ficus indica Mill. e Nopalea cochenillifera Salm Dyck. sdo
amplamente cultivadas, principalmente nos estados de Pernambuco, Alagoas, Paraiba, Sergipe,
Bahia e Ceara. Estima-se que a &rea cultivada no Brasil alcance cerca de 550.000 ha. O principal
uso dessas plantas nessa regido € como base de sustentacdo alimentar dos ruminantes,
notadamente na estacdo seca, tendo em vista que esse segmento é fortemente atingido pela
insuficiéncia de forrageiras nesse periodo (SANTOS et al., 2006).

A maioria dos trabalhos envolvendo sele¢do e melhoramento de palma forrageira utiliza
métodos estatisticos do tipo univariado, uma vez que estdo voltados para a analise da variacdo
em uma unica variavel aleatoria. No entanto, a selecdo de plantas baseadas em varias variaveis
importantes pode ser mais vantajosa que aquela baseada em apenas uma variavel,
principalmente quando efetuada em um conjunto de caracteristicas quantitativas (FERREIRA
et al., 2003).

No manuseio simultaneo de varias caracteristicas, as técnicas multivariadas consideram,

simultaneamente, um conjunto de variaveis aleatérias entre si, onde cada uma possui 0 mesmo
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grau de importancia. Basicamente, as técnicas multivariadas para estudos de diversidade séo
aplicadas a partir de medidas de dissimilaridade entre os genétipos, como exemplo a distancia
generalizada de Mahalanobis. Além disso, a analise de agrupamento retne individuos com
caracteristicas similares em relacéo as variaveis observadas. Dentre os métodos destacam-se 0
da otimizacdo de Tocher; os hierdrquicos, como o método da ligagdo média ndo ponderada
(UPGMA), e andlise de componentes principais e variaveis candnicas (CRUZ et al., 2012).
Assim, os objetivos do trabalho foram caracterizar a diversidade genética em sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea através de 19 caracteristicas
morfolégicas e comportamentais, e determinar a correlagdo fenotipica e importancia dessas

caracteristicas na variabilidade entre genotipos, utilizando técnicas de anélise multivariadas.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Local do experimento

O trabalho foi realizado na Estagéo Experimental de Arcoverde, pertencente ao Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA), localizado no municipio de Arcoverde-PE (8°25° S; 37°05°
W), altitude 680,70 m, temperatura média anual 22,90 + 1,68 °C, Umidade Relativa do ar média
anual 69,60 *5,30%, velocidade do vento (média anual 3,92 + 0,48 m s%), evaporacéo
acumulada (média 1700,40 mm), precipitacdo acumulada média anual de 798,1 mm,
microrregido do sertdo do Moxot6 (INMET, 2015).

2.2.2 Material vegetal e conducéo do experimento

Os materiais utilizados estdo listados na Tabela 2.1. Os cladddios dos clones foram
plantados nos dias 22 e 23 de abril de 2010, espacados 1,0 x 0,5 m; utilizando-se um cladddio
por cova. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com trés repeti¢fes. Cada bloco
foi composto por trés fileiras plantadas com oito plantas de cada variedade. A parcela
experimental foi composta pela fileira do meio, sendo Uteis seis plantas, 3,0 m? de area util. O
solo foi adubado 30 dias ap6s o plantio, com 20 t.ha de esterco bovino, distribuidos entre as
linhas. Periodicamente, foram realizados tratos culturais, na forma de capina com enxada, em
toda a area cultivada.

As medigdes e a coleta dos materiais foram realizadas, as 8:00 horas da manha no dia
19 de fevereiro de 2013 (periodo seco). Apos as medicdes, o material foi limpo, cortado em
pequenos pedacgos (2 a 3 cm de comprimento) e secos em estufa de circulagdo forgada de ar a

55 °C, onde permaneceu por 72 horas, até peso constante, onde se obteve a massa seca (MS).
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Tabela 2.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, utilizadas no
estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil

N° Variedades Espécie Nome vulgar

1 IPA-100003 Opuntia ficus indica IPA-20

2 IPA-200016 Opuntia stricta Orelha de Elefante Mexicana
3 IPA-200008 Opuntia atropes F-08

4 IPA-100004 Nopalea cochenillifera Miuda

5 IPA-200021 Nopalea cochenillifera F-21

6 IPA-200205 Nopalea cochenillifera IPA-Serténia

7 IPA-200149 Opuntia larreri -

2.2.3 Determinacao de caracteristicas morfolégicas e producéo

Foram determinados a largura (LC), comprimento (CC), espessura (EC), area do
cladddio (AC), massa fresca (MFC), seca (MSC) e teor de agua dos cladédios (H20); nimero
de cladadios totais (NC), largura (LP), altura (AP), area fotossintética total (AFT), indice de
area do cladddio (IAC), producédo de massa fresca (PV) e seca (PS) das plantas.

A LC, CC, EC, LP, AP foram medidos como auxilio de um paquimetro e fita métrica;
A MFC e MSC, com pesagem em balanca de precisao (0,01 g); O H20 foi determinado pela
subtracdo entre MFC e MSC; AC foi estimada, conforme descrito por Sales et al. (2013),
através da seguinte formula: AC = CC x LC x 0,632; A AFT foi estimada pela multiplicacao
AC pelo NC; O indice de area do cladddio (IAC) foi estimado de acordo com Sales et al. (2013),
pela relacdo entre AFT e a &rea do solo ocupada pela planta; O PV e PS foi estimado pelo NC
multiplicado pela MFC e MSC.

2.2.4 Determinacdo de caracteristicas comportamentais

A éarea util (trés fileiras/gendtipos) foi avaliada visualmente pelas caracteristicas de
Desejabilidade (DESEJ) — aspecto geral do gendtipo, onde se considera brotacdo, aspecto
produtivo e fitossanitario; Infestacdo por cochonilha do Carmim (Dactylopius opuntiae) (CAR),
Infestacdo por cochonilha de Escama (Diaspis echinocacti) (ESC), Incidéncia de Doencas
(DOE) e indice de Murcha (MUR).

Utilizou-se para DESEJ, nota 1 (alta), nota 2 (media), nota 3 (baixa). Para CAR, ESC,
DOE e MUR, nota 0 (auséncia), nota 1 (baixa), nota 2 (média), nota 3 (alta) e nota 4 (altissima)
(PEREIRA et al., 2014).
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2.25 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados inicialmente pela andlise de variancia (ANOVA), e
as médias comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974), em nivel de 5% de probabilidade.

A herdabilidade no sentido amplo foi calculada pelo estimador: h? = 6%/ 6% x 100;
onde: 6%y = varidncia genética e 6y = variancia fenotipica. A variancia genética foi calculada
pelo estimador 6%, = MSTreat — MSRes / J; onde: MSTreat = média do quadrado do tratamento;
MSRes = média do quadrado do residuo e J = nimero de repeti¢des (REGO et al., 2011).

A diversidade genética entre as variedades foi estimada utilizando a medida de
dissimilaridades expressa pela distancia de Mahalanobis (D?), segundo Cruz et al. (2012).
Realizou-se o agrupamento pelo método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean), método de Otimizacdo de Tocher (RAO, 1952), método de Analise de
Componentes Principais e Variaveis Canonicas (CRUZ et al., 2012).

A importancia relativa dos caracteres em relacdo a diversidade genética foi estudada
segundo Singh (1981), analise de varidveis canbnicas e componentes principais (CRUZ et al.,
2012). As correlacdes entre as caracteristicas foram obtidas como descrito por Régo et al.
(2011), testaram a probabilidade de 1 e 5% pelo teste t.

As anélises dos dados foram realizadas com o auxilio do programa estatistico GENES®-
Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica (CRUZ, 2001) e Assistat® 7.7 (SILVA;
AZEVEDO, 2006).

2.3 Resultados e Discusséo

A andlise de variancia pelo teste F (p < 0,01) revelaram diferengas significativas para
largura (LC), comprimento (CC), area (AC), massa seca (MSC) do cladédio; nimero de
cladddios (NC), infestacdo por (D. opuntiae) (CAR), infestacdo por (D. echinocacti) (ESC),
murcha (MUR) das plantas e a (p < 0,05) para area fotossintética total (AFT), indice de area do
cladddio (IAC) e peso seco (PS) das plantas, o que confirma haver variabilidade fenotipica entre
as variedades de palma forrageira para a maioria das caracteristicas estudadas. Nao foram
detectadas diferencas significativas entre espessura (EC), massa fresca (MFC), teor de agua
(H20) do cladddio, largura (LP), altura (AP), peso verde (PV), desejabilidade (DESEJ) e
incidéncia de doencas (DOE) nas plantas (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2. Analise de variancia e estimativas do coeficiente de variacdo ambiental (CVe), da razdo entre os coeficientes de variacdo genético
(CVg) e ambiental (CVe), da herdabilidade no sentido amplo (h?) das caracteristicas morfoldgicas e comportamentais de sete

variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco
Quadrados médios

F.V G.L LC CcC EC AC MFC MSC H.O NC LP AP AFT
Bloco 2 16,10 44,08 0,02 18493,82 41172,76 1082,57 28904,64 346,30 280,61 228,00 35062515,45
Variedades 6 71,47**  66,54** 0,07ns  42112,81**  47023,10ns  2014,03**  30611,97ns  1609,96** 773,35ns 222,4lns  16513675,79*
Residuos 12 2,13 2,96 0,04 1456,89 20190,56 411,08 15291,76 80,30 288,31 149,39 5385859,75
CVe (%) - 9,99 6,67 32,92 15,17 75,92 41,66 89,29 23,30 19,38 18,93 29,52
CVg/CVe - 3,30 2,67 0,54 3,05 0,67 1,14 0,58 2,52 0,75 0,40 0,83
h? (%) - 97,02 95,55 46,77 96,54 57,06 79,59 50,05 95,01 62,72 32,83 67,39
Quadrados médios
F.V G.L IAC PV PS DESEJ CAR ESC DOE MUR
Bloco 2 1,40 26736681,39 1067008,28 0,33 0,05 0,00 0,90 0,76
Variedades 6 0,66* 14134953,97ns 836550,51* 0,22ns 1,19** 1,97** 0,38ns 0,75**
Residuos 12 0,22 7906517,59 266899,74 0,22 0,05 0,11 0,40 0,15
CVe (%) - 29,52 52,93 35,24 0,00 91,65 58,33 0,00 18,53
CVg/CVe - 0,83 0,5124 0,84 0,00 2,83 2,36 0,00 1,15
h? (%) - 67,39 44,06 68,10 0,00 96,00 94,35 0,00 79,79

LC largura do cladédio, CC comprimento do cladddio, EC espessura do cladédio, AC area do cladodio, MFC massa fresca do cladodio, MSC massa seca do cladédio, H2O teor
de agua do cladédio, NC nimero de cladddios totais, LP largura da planta, AP altura da planta, AFT area fotossintética total da planta, IAC indice de area do cladédio, PV
producdo de massa fresca da planta, PS producdo de massa seca da planta, DESEJ Desejabilidade, CAR Infestacdo por cochonilha do Carmim (Dactylopius opuntiae), ESC
Infestacdo por cochonilha de Escama (Diaspis echinocacti), IC Incidéncia de Doencas e MUR indice de Murcha

ns ndo significatico, *significativo a 5%, ** significativo a 1% pelo teste F
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Ferreira et al. (2003) e Neder et al. (2013), estudando a diversidade genética em palma
forrageira (Opuntia ficus indica Mill.), relatam diferencas significativas entre 38 acessos
estudados por eles, em relacdo a EC, CC, LC, NC, PV, PS, AP e LP. A ndo deteccdo de
diferencas entre as caracteristicas, EC, MFC, H20, LP, AP, PV e DESEJ entre as variedades de
palma forrageira, provavelmente, esteja relacionada a época de obtengdo dos dados, periodo
seco, logo apds, um grande déficit hidrico sofrido pelas plantas, o que pode ter prejudicado 0s
resultados das determinacdes, ja que as plantas ndo estavam em seu pleno turgor, e essas
caracteristicas sdo influenciadas pelo acumulo de 4gua nos tecidos. A diferenca fenotipica entre
as variedades no periodo chuvoso é nitida. Além disso, existe diferenga entre as variedades em
relacdo ao acumulo e retencdo de agua nas duas estacbes de coleta do material, seca e chuvosa
(ALVES et al. 2013). Ademais, essas caracteristicas estdo positivamente correlacionadas com
o teor de agua do cladddio (Tabela 2.8).

Os genotipos estudados apresentaram variacdo média na LC (8,50 a 22,33 ¢cm), CC
(19,90 a 32,33 cm), EC (0,36 a 0,76 cm), AC (107,40 a 434,90 cm?), MFC (59,46 a 401,66 g),
MSC (20,20 a 81,06 g), H-0 (39,26 a 320,60 g), NC (12,16 a 79,83 unidades), LP (65,66 a
114,11 cm), AP (52,33 a 80,33 cm), AFT (2.949,90 a 9.898,06 cm?), IAC (0,59 a 1,97), PV
(2.164,58 a 8.356,25 g), PS (611,55 a 2.293,86 g), DESEJ (2,33 a 3,00 nota), CAR (0,00 a 1,66
nota), ESC (0,00 a 2,00 nota), DOE (1,00 a 2,00 nota) e MUR (1,66 a 3,00 nota) (Tabela 2.3).

Paixao (2012), Amorim (2011) e Ferreira et al. (2003), estudando 51 gen6tipos de palma
forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea, relatam variacdo média entre eles na AP (54,00 a
226,70 cm), LP (72,12 a 238,10 cm), EC (1,83 a 4,02 cm), NC (5,66 a 221,30 unidades), CC
(24,36 a 48,47 cm), LC (12,05 a 28,45 cm), AC (118,47 a 320,49 cm?), AFT (1.563,92 a
8.907,74 cm?), MFC (205,85 a 1.525,00 g), MSC (16,41 a 54,33 g), H-0 (189,44 a 803,31 g),
IAC (0,32 a 1,36), PV (3.635,03 a 24.070,00 g) e PS (233,89 a 843,41 g). Os pesquisadores
referem essa variacdo a variabilidade genotipica, idade da planta e fatores ambientais. Esses
valores estdo de acordo com os encontrados neste trabalho para o género Opuntia e Nopalea.

Os valores de EC, abaixo da média, confirmam a influéncia do ambiente, principalmente
o0 contetdo de agua do solo, no crescimento e turgor das plantas. Ja que essa caracteristica esta
associada ao estado de turgidez do cladédio (AMORIM, 2011). De fato, o déficit hidrico sofrido
pelas plantas no periodo de obtencdo dos dados subestimou os resultados, ja que sob estresse
hidrico os cladddios ndo estavam turgidos, além do mais, alguns genotipos perderam alguns
cladddios e esses ndo puderam ser contabilizados nas determinagdes. Além disso, Sales et al.

(2003) relata que as oscilagBes climaticas, solo, manejo, tratos culturais e acimulo de &dgua
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influenciam na expressdo das caracteristicas das plantas, afetando desse modo a producéo. No
entanto, como o trabalho estudou a diversidade genética entre as variedades e como elas
estavam no mesmo ambiente, expostas ao déficit hidrico, os resultados ndo podem ser
desprezados.

A razdo entre o coeficiente de variagdo genético (CVg) e ambiental (CVe), ficou acima
de um para as caracteristicas LC, CC, AC, MSC, NC, CAR, ESC, MUR, com valores de
herdabilidade (h?) entre 79,59 - 97,02%. Indicando alto controle genético entre essas
caracteristicas. Para as outras caracteristicas EC, MFC, H;O, LP, AP, AFT, IAC, PV, PS,
DESEJ e DOE a (CVg)/(CVe) os indices foram inferiores a um, indicando o dominio do
ambiente nessas caracteristicas (Tabela 2.2).

Neder et al. (2013) relatam que LC, CC, EC, LP, AP, PV e PS sdo controlados por
fatores genéticos e que NC é controlado por fatores ambientais. No entanto, como 0s
pesquisadores relataram que as correlaces genotipicas entre esses caracteres foram maiores
que as fenotipicas e ambientais, mas ndo significativas, isso pode indicar o efeito do ambiente
na associacdo com as caracteristicas genéticas (GONCALVES et al., 1996).

Paixdo (2012), estudando componentes de variancia e parametros genéticos para as
variaveis AP, LP, NC, LC e CC em progénies de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea relatam que a variancia ambiental é superior a genotipica para essas caracteristicas,
indicando que a variabilidade existente era viesada, e que poderia estar superestimando a
variancia genética. Em geral, a variancia causada pelo ambiente € uma importante fonte de erro,
capaz de reduzir a precisdo experimental (FALCONER, 1987; PAIXAO, 2012). No entanto,
aqueles mesmos pesquisadores relatam, que as estimativas dos coeficientes de herdabilidade,
no sentido amplo, foram de alta magnitude para AP, LC e CC, evidenciando o bom controle
genético e a possibilidade de avancos genéticos (PAIXAO, 2012).

Constatada a existéncia de variabilidade genética entre os genotipos, procedeu-se ao
estudo da divergéncia genética entre 0os materiais. Para as caracteristicas, em que a anélise de
variancia foi significativa, foram identificadas diferencas (p < 0,05), por meio do teste de Scott-
Knott, sendo observada a formacéo de dois (CC, MSC, AFT, IAC, CAR e MUR), trés (AC e
NC) e quatro (LC e ESC) grupos de médias (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3. Média das caracteristicas morfologicas e comportamentais das sete variedades de
palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de

Pernambuco
Caracteres Variedades
1 2 3 4 5 6 7
LC 18,16 b 22,33a 11,06 ¢ 8,50d 11,10c¢c 13,60 ¢ 17,33b
CcC 32,33 a 30,50 a 21,90 b 19,90 b 25,00 b 28,40 a 22,50b
EC 0,70a 0,60 a 0,50 a 0,43a 0,36 a 0,76 a 0,70a
AC 372,56 a 434,90 a 153,46 ¢ 107,40 ¢ 176,76 ¢ 248,46 b 250,80 b
MFC 268,33 a 401,66 a 88,33 a 59,46 a 71,66 a 232,23 a 188,33 a
MSC 65,06 a 81,06 a 25,60 b 20,20 b 21,90 b 73,8a 53,00 a
H.0 203,26 a 320,60 a 62,73 a 39,26 a 49,76 a 158,43 a 135,33 a
NC 24,66 c 21,66 c 46,83 b 79,83 a 53,16 b 30,83 ¢ 12,16 ¢
LP 114,11 a 87,66 a 84,00 a 90,00 a 72,88 a 98,89 a 65,66 a
AP 80,33 a 68,66 a 52,33 a 61,33 a 63,66 a 65,33 a 60,33 a
AFT 9157,06a 9356,16a 7292,75a 8579,86a 9898,06a 7799,16a 294990 b
IAC 1,83a 1,87 a 145a 1,71a 197 a 155a 0,59b
PV 6680,00a 8356,25a 4279,48a 4753,83a 3776,93a 7180,35a 2164,58a
PS 1628,35a 171891a 123551a 1611,43a 116095a 2293,86a 611,55 a
DESEJ 2,33a 2,66 a 2,66 a 2,66 a 3,00a 2,33a 3,00a
CAR 1,66a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
ESC 0,00d 2,00 a 0,66 c 0,00d 0,00d 1,33b 0,00d
DOE 1,33a 1,00 a 1,66 a 1,00 a 2,00 a 1,33a 1,33a
MUR 1,66 b 1,66 b 2,33a 2,33a 3,00a 1,66 b 2,00 b

LC largura do cladddio (cm), CC comprimento do cladédio (cm), EC espessura do cladddio (cm), AC érea do
cladddio (cm?), MFC massa fresca do cladédio (g), MSC massa seca do cladédio (g), H2O teor de dgua do cladédio
(9), NC namero de cladédios totais, LP largura da planta (cm), AP altura da planta (cm), AFT area fotossintética
total da planta (cm?), IAC indice de area do cladddio, PV producdo de massa fresca da planta (g), PS producio de
massa seca da planta (g), DESEJ Desejabilidade, CAR Infestacdo por cochonilha do Carmim (Dactylopius
opuntiae), ESC Infestacdo por cochonilha de Escama (Diaspis echinocacti), IC Incidéncia de Doencas e MUR
indice de Murcha

*Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott,
(p<0,05)

O método de agrupamento de Tocher reuniu as sete variedades em dois grupos distintos.
O grupo | foi representado pelos gendtipos 1, 2, 3, 4, 5 e 6. O grupo Il foi constituido pelo
genotipo 7 (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base
caracteristicas morfoldgicas e comportamentais, a distancia generalizada de
Mahalanobis e o método de otimizacdo de Tocher

Grupo Variedades
[ 1,3,54,6,2
Il 7

De acordo com o dendrograma obtido pelo metodo de agrupamento hierarquico
UPGMA, as variedades de palma foram reunidas em trés grupos, considerando-se o corte de
38% da distancia genética relativa, conforme o critério mencionado por Arriel et al. (2006) e

Cruz et al. (2012), no qual os pontos de alta mudanca de nivel sdo considerados delimitadores
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do nimero de gendtipos para determinado grupo. O grupo | foi composto pelos genotipos 1, 3,
4,5 e 6; ogrupo Il pelo 2; e grupo Il pelo 7 (Figura 2.1).

VARY
VAR :!—’—‘
Grupo | VARS
VARY | |
VARG | |

Grupo Il { vams |
Grupo 111 L vaw

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
o 3965342.91 7930685.82 11896028.74 15861371.65 19826714.57 23792057 48 27757400.4 31722743.31 35688086.23 39653429.14

Figura 2.1. Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semiarida de Pernambuco, tendo como base caracteristicas morfoldgicas e
comportamentais

A analise dos componentes principais demostrou que a utilizacdo das trés primeiras
variaveis foi suficiente para explicar quase 85% da variacdo total obtida nos sete gendtipos
avaliados (Tabela 2.5). Assim, uma descri¢do razoavel da divergéncia genética dos gendtipos
podera ser feita por essas componentes, visto que segundo Cruz et al. (2012) é necessario que
as primeiras componentes principais exceda 80% do valor acumulado para explicar a
variabilidade manifestada entre os individuos, levando a interpretacdo do fenbmeno com
consideravel simplificacdo dos caracteres. Ao analisar o gréfico de dispersfes dos escores da
analise de componentes principais observa-se a formacdo de quatro grupos. Os gendtipos
ficaram divididos no grupo | (3, 4 e 5), grupo Il (1 e 6), grupo Il (2) e grupo IV (7) (Figura
2.2).
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Figura 2.2. Dispersdo grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea, em relagéo ao primeiro, segundo e terceiro componente principal (C1, C2
e C3) tendo como base seis caracteristicas morfologicas e comportamentais

Na analise das variaveis candnicas as duas primeiras variaveis explicaram (96,75%) da
variacdo total entre as variedades de palma, possibilitando boa confiabilidade da variabilidade
entre 0s genotipos no plano bi-dimensional (Tabela 2.6). Ao se analisar o grafico de dispersoes
dos escores das varidveis candnicas observa-se a formacdo de trés grupos. O grupo |
representado pelos gendtipos 1, 3, 4, 5 e 6, o grupo Il pelo 2 e o grupo Il pelo gendtipo 7
(Figura 2.3).
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Figura 2.3. Dispersdo grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea, em relacdo a primeira, segunda e terceira variavel candnica (VC1, VC2 e
VC3) tendo como base seis caracteristicas morfoldgicas e comportamentais

Os métodos de agrupamento dos geno6tipos foram similares entre si. No entanto, a ordem
de agrupamento dos genotipos entre os grupos foi diferente. Por exemplo, nos métodos
UPGMA, componentes principais e variaveis candnicas o genotipo (2) foi classificado em um
unico grupo, divergindo do método de Tocher que classificou esse gendtipo similar aos
genotipos (1, 3, 4, 5 e 6). J& 0 método de componentes principais classificou os genotipos (1 e
6) em grupos diferente, divergindo dos outros métodos que classificaram os genétipos (1, 3, 4,
5 e 6) similares (Figura 2.1, 2.2, 2.3 e Tabela 2.4).

A anélise de agrupamento (cluster analysis) identifica grupos de individuos similares
apos a estimacdo de uma matriz de dissimilaridade. Ha varios métodos de agrupamento que se
diferenciam pelo tipo de resultado e pelas diferentes formas de definir a proximidade entre
individuos ou grupos formados. Em todos 0s casos, ndo se conhece a priori, 0 nUmero de grupos
a ser estabelecido e diferentes métodos proporcionam diferentes resultados (CRUZ et al., 2012).

Os metodos de agrupamento baseiam-se principalmente em métodos hierarquicos e de
otimizagdo. Nos hierarquicos, destaca-se 0 metodo da distdncia média entre grupos (UPGMA),
onde os agrupamentos sdo identificados na forma de dendrogramas, dispostos em varios niveis
e ndo leva em conta o nimero 6timo de grupos. Nos de otimizagdo, destaca-se o algoritmo de

Tocher, onde o objetivo € alcancar uma particdo dos individuos que otimize (maximize ou
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minimize) alguma medida predefinida. Baseia-se na formagéo de grupos em que as distancias
dentro dos grupos sejam menores que as distancias entre grupos, obtendo-se o numero 6timo
de grupos (CRUZ et al., 2012).

As técnicas de analise de componentes principais e variaveis candnicas visa a reducao
na dimensionalidade das variaveis de forma que a nova combinagdo de variaveis lineares ndo
correlacionadas resultante explique a estrutura de variancia e covariancia do conjunto de
variaveis originais (CRUZ et al., 2012).

O uso de técnicas multivariadas na deteccdo da diversidade genética exige certo grau de
estruturagdo nos dados. E importante que critérios diferentes de agrupamento sejam utilizados
e que se considere como correta a estrutura consenso da maior parte deles, para que seja
assegurado que o resultado obtido ndo seja um artefato da técnica utilizada (ARRIEL et al.,
2006; VIANA, 2013).

A formacdo de dois grupos de palma pelo método de Tocher, trés pelos métodos
UPGMA e varidveis candnicas e quatro grupos pelo método de componentes principais,
fornecem informacdes relevantes para a conservacdo de material genético como fonte para
programas de melhoramento. Segundo Silva et al. (2011), os cruzamentos entre genotipos de
grupos distintos fornecem linhagens superiores para 0 melhoramento de caracteristicas de
interesse. A obtencdo de linhagens, a partir de variedades comerciais, € uma alternativa viavel,
pois representam genotipos ja melhorados e testados em vérios ambientes de cultivo.
Considerando hibridos, ainda é possivel contar com elevada propor¢cdo de locos distintos
fixados, facilitando a selecdo e recombinacéo de alelos favoraveis (AMORIM; SOUZA, 2005).

Assim, como sugestdo para o programa de melhoramento com o género Opuntia e
Nopalea, o melhorista deve considerar ndo somente a distancia entre grupos como critério para
orientar os cruzamentos, mas também o desempenho individual do gendtipo para cada
caracteristica de interesse agronémico e zootécnico (FERREIRA et al., 2003). Além da
possibilidade e facilidade de obter cruzamentos entre individuos de diferentes géneros
(PAIXAOQ, 2012).

Na analise dos componentes principais, as caracteristicas que mais contribuiram para a
variancia total na primeira componente foram MFC, MSC, H,O e AC. Na segunda componente
destacaram-se AFT, IAC e NC. Na terceira componente sobresairam-se CAR e AP (Tabela
2.5). Ja na anélise das variaveis canonicas, as caracteristicas que mais contribuiram para a
variancia total na primeira variavel foram ESC e CAR, e na segunda variavel destacaram-se

DESEJ e MUR (Tabela 2.6). As caracteristicas de maior importancia sdo aquelas cujos
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coeficientes de ponderacdo (autovetores) sdo de maior magnitude, em valor absoluto, nos
primeiros componentes principais ou variaveis candnicas (CRUZ et al., 2012). Essas, portanto

seriam as caracteristicas mais responsivas nos processos seletivos entre populacdes de palma.
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Tabela 2.5. Estimativa dos autovalores associados aos componentes principais e importancia relativa (autovetores) referente a 19 caracteristicas

morfoldgicas e comportamentais das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida
de Pernambuco

Componentes

Raiz (autovalor)

Raiz %

% Acumulada

Importancia relativa (autovetores)

MFC MSC H;0 EC LC CC AC NC AFT IAC LP
1 10,05 52,87 52,87 0,30 0,30 0,29 0,23 025 028 029 -0,20 0,07 0,07 0,21
2 4,06 21,38 74,26 -0,11 -013 -0,11 -0,22 -0,23 0,07 -0,10 0,34 0,44 0,44 0,29
3 2,03 10,71 84,96 -0,10 -0,07 -0,11 0,11 001 014 004 -011 -0,06 -0,06 0,20
4 1,81 9,50 94,46 014 -001 o017 -032 025 021 025 -012 0,28 0,28 -0,26
5 0,82 4,31 98,77 -008 011 -0,14 027 -014 021 -0,09 -0,29 -0,03 -0,03 0,01
6 0,23 1,23 100,00 -002 1028 -010 024 -015 013 -0,10 0,056 -0,001 -0,001 -0,26
Componentes Raiz (autovalor) Raiz % % Acumulada Importancia relativa (autovetores)
AP PV PS MUR DOE CAR DESEJ ESC
1 10,05 52,87 52,87 0,23 0,26 0,18 -0,27 -0,16 0,15 -0,21 0,19
2 4,06 21,38 74,26 0,12 0,21 0,30 0,11 0,04 0,11 -0,23 -0,007
3 2,03 10,71 84,96 0,35 -0,21 -0,22 0,02 0,20 0,57 -0,06 -0,52
4 1,81 9,50 94,46 0,12 0,006 -0,24 0,30 0,32 -0,01 0,38 0,06
5 0,82 4,31 98,77 -0,19 0,007 0,20 0,073 0,74 -0,09 -0,19 0,20
6 0,23 1,23 100,00 0,53 -0,07 0,37 0,15 -0,09 -0,34 0,26 -0,25

MFC massa fresca do cladédio (g), MSC massa seca do cladédio (g), H2O teor de agua do cladddio (g), EC espessura do cladédio (cm), LC largura do cladédio (cm), CC
comprimento do cladddio (cm), AC area do cladodio (cm?), NC nimero de cladddios totais, AFT area fotossintética total da planta (cm?), IAC indice de area do cladddio, LP
largura da planta (cm), AP altura da planta (cm), PV producdo de massa fresca da planta (g), PS produgéo de massa seca da planta (g), MUR indice de Murcha, DOE Incidéncia
de Doencas, CAR Infestagdo por cochonilha do Carmim (Dactylopius opuntiae), DESEJ Desejabilidade e ESC Infestacdo por cochonilha de Escama (Diaspis echinocacti)

62



Tabela 2.6. Estimativa dos autovalores associados a varidveis canbnicas e importancia relativa (autovetores) referente a 19 caracteristicas
morfoldgicas e comportamentais das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido

semiarida de Pernambuco

Variavel Raiz Raiz%  Acumulada % Importancia relativa (autovetores)
canonica (autovalor) MFC MSC H,O EC LC cC AC NC AFT IAC
1 5950441,88635 65,76975 65,76975 0,00005 0,00027 0,0 0,00039 0,00069 -0,0006 -0,00223 -0,00299 0,00043 -0,00009
2 2803191.65355 30,98345 96,75320 -0,00027 0,00009 0,0 0,00084 -0,0022 -0,0002 0,00154  0,00309 -0,0008 0,0
3 172614,96673  1,90789 98,66110 -0,00148 -0,0015 0,0 0,00074 -0,0068 -0,0007 0,00131  0,00603 0,00051 0,00007
4 120244,63357  1,32905 99,9901 0,0006 0,00135 0,0 0,00098 0,00485 0,00399 -0,00211 -0,01036 0,00329 -0,00014
5 886,82921 0,00980 99,99996 0,0099 0,02711 0,0 0,00552 0,00003 0,01874 -0,00932 -0,4237 0,03919 -0,00011
6 3,19831 0,00003 100,0000 0,12444 0,36019 0,00001 -0,0743 0,20859 0,40727 0,02923  -0,2794 0,16108 0,00692
Variavel Raiz Raiz%  Acumulada % Importancia relativa (autovetores)
canonica (autovalor) LP AP PV PS MUR DOE CAR DESEJ ESC
1 5950441,88635  65,76975 65,76975 0,00502 0,00072 0,00303 0,00285 -0,3576 -0,3529 0,58204 0,07891 0,6344
2 2803191.65355  30,98345 96,75320 0,00582 -0,0008 -0,0042 -0,0015 0,31095 0,29452 0,05789 0,88437 0,17614
3 172614,96673 1,90789 98,66110 0,00474 -0,0039 -0,0072 0,00092 0,25413 0,70908 0,11707 -0,4296  0,48388
4 120244,63357 1,32905 99,9901 -0,0099 0,00595 0,01342 -0,0054 0,12349 0,17886 0,79893 -0,4384  -0,5586
5 886,82921 0,00980 99,99996 -0,02294 -0,0354 0,0601 -0,0846 0,82691 -0,4990 0,07197 -0,1570  0,14183
6 3,19831 0,00003 100,0000 -0,05287 0,601 0,38999 -0,1260 -0,0397 0,03136 -0,0169 0,00784  0,00594

MFC massa fresca do cladédio (g), MSC massa seca do cladédio (g), H2O teor de agua do cladodio (g), EC espessura do cladédio (cm), LC largura do cladédio (cm), CC
comprimento do cladddio (cm), AC area do cladodio (cm?), NC niimero de cladddios totais, AFT area fotossintética total da planta (cm?), IAC indice de area do cladddio, LP
largura da planta (cm), AP altura da planta (cm), PV producio de massa fresca da planta (g), PS produgéo de massa seca da planta (g), MUR indice de Murcha, DOE Incidéncia
de Doencas, CAR Infestagdo por cochonilha do Carmim (Dactylopius opuntiae), DESEJ Desejabilidade e ESC Infestacdo por cochonilha de Escama (Diaspis echinocacti)
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Na analise da contribuicdo relativa das caracteristicas para a diversidade genética entre
as sete variedades de palma por meio da metodologia de Singh (1981), 0 H20 contribuiu com
43,29%, e a MFC com 39,63% para a variabilidade entre os genoétipos. Essas duas
caracteristicas contribuiram com 82,92% da variabilidade total entre os materiais. As
caracteristicas que menos contribuiram para a divergéncia foram EC, DESEJ, ESC e DOE
(Tabela 2.7). As variaveis de menor contribui¢do sdo pouco informativas na caracterizacdo da
variabilidade genética existente, e podem ser descartadas em estudos de divergéncia genetica
(REGO et al., 2011).

Tabela 2.7. Contribuigdo relativa de 19 caracteristicas morfoldgicas e comportamentais para a
diversidade genética das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia
e Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, por meio da metodologia
de Singh (1981)

Caracteristicas Contribuicéo relativa (%)
LC 2,69
CcC 2,86
EC 0,01
AC 0,13

MFC 39,63
MSC 0,89
H20 43,29
NC 0,23
LP 0,15
AP 0,23
AFT 2,66
IAC 0,37
PV 5,51
PS 0,83
DESEJ 0,02
CAR 0,26
ESC 0,04
DOE 0,05
MUR 0,12

LC largura do cladddio (cm), CC comprimento do cladédio (cm), EC espessura do cladodio (cm), AC érea do
cladddio (cm?), MFC massa fresca do cladédio (g), MSC massa seca do cladédio (g), H2O teor de dgua do cladédio
(g9), NC namero de cladodios totais, LP largura da planta (cm), AP altura da planta (cm), AFT area fotossintética
total da planta (cm?), IAC indice de area do cladddio, PV producdo de massa fresca da planta (g), PS producéo de
massa seca da planta (g), DESEJ Desejabilidade, CAR Infestacdo por cochonilha do Carmim (Dactylopius
opuntiae), ESC Infestacdo por cochonilha de Escama (Diaspis echinocacti), DOE Incidéncia de Doengas e MUR
indice de Murcha

Paixdo (2012) e Ferreira et al. (2003) citam como caracteristicas mais importantes para
a divergéncia nos géneros Opuntia e Nopalea, LC, CC, EC, NC e MFC. Apesar deste trabalho
apresentar MFC e H20, como as principais caracteristicas de diversidade, essas caracteristicas
estdo correlacionadas positivamente e significantemente na (p <0,01) entre si, e com MSC, LC,

AC, e na (p <0,05) com CC. Estes resultados indicam a grande importancia das caracteristicas
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morfolégicas relacionadas aos cladodios para o estudo da diversidade genética na palma
forrageira (Tabela 2.8).

A MSC foi correlacionada positivamente e significantemente com H20, AC, EC, LC,
CC. A LC foi correlacionada positivamente com AC. O CC foi correlacionada positivamente
com AC, AP e PV. A AFT foi correlacionada positivamente com IAC. A LP foi correlacionada
positivamente com DESEJ. A AP foi correlacionada positivamente com CAR. O PV foi
correlacionado positivamente com PS e ESC. O PS foi correlacionado positivamente com
DESEJ. O NC foi negativamente correlacionado com MSC, EC, LC e AC. A MUR foi
negativamente correlacionada com MSC, EC, MFC e HO (Tabela 2.8).

A maioria das caracteristicas morfolégicas dos cladddios avaliadas nesse estudo esta
correlacionada positivamente e significantemente entre si. Isso é esperado, pois tratam-se de
caracteristicas relacionadas a producdo agronémica. Correlacdes positivas entre as
caracteristicas morfoagronémicas (NC, EC, CC, LC, AP, LP, PV e PS) também foram relatadas
por Neder et al. (2013), estudando 19 acessos de palma forrageira (Opuntia ficus indica) aos
30 meses de idade. Com exce¢do do NC que foi correlacionado negativamente com EC e LC,
corroborando com os resultados de nosso trabalho.

As correlacGes positivas da AP e PV com CAR e ESC, respectivamente, se da pela maior
area de contato dessas pragas com a planta.

Um aspecto importante a ser considerado € em relacdo a AC do gendtipo, quanto maior
a area, maior o H2O e mais resistente € a planta ao déficit hidrico e a MUR. Caracteristica essa
de interesse para o programa de melhoramento da palma visando a selecdo de genétipos mais
tolerantes ao déficit hidrico. Além disso, a AC foi correlacionada positivamente com o MFC e
MSC, caracteristicas agrondémicas relevantes para a producdo de forragem para a alimentacao
e nutricdo animal.

Embora, a priori, deva ser preferido a selecdo de genotipos com maior producdo de
MSC, devido a variacdo no teor de dgua prejudicar os calculos nutricionais. A selecdo por MFC
ou AC poderd ser utilizada, uma vez que, essas caracteristicas estdo correlacionadas
positivamente e significativamente entre si e ndo seria necessario a determinacdo de MSC
(NEDER et al., 2013). Conforme Cruz et al. (2012), a existéncia de correlagdes significativas
entre caracteristicas, indica a viabilidade da sele¢do indireta para obtengdo de ganhos na
caracteristica de maior importancia.

A MFC e AC sdo caracteristicas de grande importancia no que compete a aspectos

técnicos e econdémicos de uma propriedade rural. Por ser de fécil visualizacdo e afericdo de
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producéo no semiarido brasileiro é utilizada como base de célculo para dimensionamento do
namero e do fluxo de animais nas propriedades rurais (AMORIM, 2011).

Os genotipos que obtiveram as maiores meédias para as caracteristicas de producao,
retencdo de agua, e resisténcia a pragas e doencas foram 2 e 6 (Tabela 2.3). Assim cruzamentos
envolvendo esses gendtipos poderiam gerar progénies superiores em caracteristicas de interesse
agrondmicos, zootécnicos ou fisioldgicos.

Assim, os resultados sugerem perspectivas de trabalhos futuros com o objetivo de
explorar a variabilidade encontrada entre os genotipos de palma estudados e a possibilidade de
utilizacdo de outras metodologias como a de marcadores moleculares de proteinas,
caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e quimicas, e, também, a variagdo cromossémica para
a determinacdo da variabilidade genética; proporcionando desta forma uma anélise
complementar aos estudos realizados por meio de caracteristicas morfoldgicas e

comportamentais.
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Tabela 2.8. CorrelacOes entre as caracteristicas morfoldgicas e comportamentais das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e

Nopalea cultivadas na regido semiérida de Pernambuco

Caracteristicas MFC MSC H,O EC LC CcC AC NC AFT IAC LP AP PV PS MUR DOE CAR DESEJ ESC
MEC 1 0,94 0,99 0,64 0,93 0,81 0,96 -0,74 0,08 0,08 0,36 0,60 0,73 0,36 -0,81 -0,51 0,28 0,39 0,71
** ** ns ** * *x ns ns ns ns Ns ns ns * ns ns ns ns
MSC 1 0,91 0,83 0,84 0,80 0,88 -0,78 -0,04 -0,04 0,41 0,59 0,69 0,45 -0,88 -0,48 0,27 0,50 0,66
** * * * *x * ns ns ns Ns ns ns *x ns ns ns ns
0,59 0,94 0,80 0,96 -0,71 0,11 0,11 0,34 0,59 0,72 0,33 -0,78 -0,51 0,28 0,35 0,70
H:0 1 ns ol * Hx ns ns ns ns Ns ns ns * ns ns ns ns
EC 1 0,59 0,54 0,58 -0,78 -0,42 -0,42 0,39 0,41 0,34 0,28 -0,87 -0,39 0,34 0,53 0,31
ns ns ns * ns ns ns Ns ns ns *x ns ns ns ns
0,72 0,96 -0,85 -0,09 -0,09 -0,15 0,56 0,47 0,02 -0,69 -0,38 0,32 0,13 0,51
LC 1 - .
ns ns ns ns Ns ns ns ns ns ns ns ns
cc 1 0,87 -0,59 0,42 0,42 0,63 0,84 0,76 0,50 -0,61 -0,14 0,61 0,57 0,46
*x ns ns ns ns * * ns ns ns ns ns ns
AC 1 -0,76 0,14 0,14 0,37 0,71 0,65 0,23 -0,71 -0,37 0,45 0,33 0,54
* ns ns ns Ns ns ns ns ns ns ns ns
NC 1 0,43 0,43 -0,01 -0,35 -0,18 0,12 0,63 0,08 -0,26 -0,08 -0,34
ns ns ns Ns ns ns ns ns ns ns ns
1,00 0,51 0,41 0,61 0,58 0,16 0,08 0,24 0,35 0,22
AFT 1 o
ns Ns ns ns ns ns ns ns ns
0,51 0,41 0,61 0,58 0,16 0,08 0,24 0,35 0,22
IAC 1
ns Ns ns ns ns ns ns ns ns
0,68 0,72 0,74 -0,57 -0,34 0,72 0,94 0,16
LP 1
Ns ns ns ns ns ns *x ns
AP 1 0,57 0,38 -0,50 -0,26 0,80 0,51 0,04
ns ns ns ns * ns ns
PV 1 0,35 -0,64 -0,47 0,27 0,74 0,15
ns ns ns ns
PS 1 -0,47 -0,36 0,13 0,53 0,56
ns ns ns ns
MUR 1 0,69 -0,37 -0,68 -0,52
ns ns ns ns
DOE 1 -0,05 -0,38 -0,38
ns ns ns
CAR 1 0,54 -0,30
ns ns
DESEJ 1 0,32
ns
ESC 1

* e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t

ns: ndo significativo
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2.4 Conclusdes

As variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea apresentam
divergéncia genética. Os métodos multivariados utilizados para a divergéncia agrupam o0s
genotipos em dois, trés ou quatro grupos.

As caracteristicas que mais contribuem para a diversidade genética sdo o teor de agua e
massa fresca dos cladodios. Essas caracteristicas sdo correlacionadas positivamente e
significantemente com massa seca, largura, comprimento e area do cladddio.

As técnicas de analise multivariadas sdo eficientes no estudo da diversidade genética de

espécies dos géneros Opuntia e Nopalea.
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Estudo da variabilidade genética, correlacdo e importancia de
caracteristicas quimicas e nutricionais em palma forrageira

(Opuntia e Nopalea)
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Estudo da variabilidade genética, correlacdo e importancia de caracteristicas quimicas e
nutricionais em palma forrageira (Opuntia e Nopalea)

Resumo — A palma forrageira é uma planta muito cultivada no semiarido brasileiro
contribuindo significativamente para a alimentacdo dos rebanhos, principalmente nos periodos
de seca. Por apresentar uma grande variabilidade fenotipica entre as variedades cultivadas no
Brasil existe a necessidade de se caracterizar a diversidade genética de caracteristicas quimicas
e nutricionais. Assim, 0s objetivos deste estudo foram caracterizar a diversidade genética em
sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea através de 20 caracteristicas
quimicas e nutricionais, e determinar a correlacdo e importancia dessas caracteristicas na
variabilidade entre os gendtipos, utilizando técnicas de andlise multivariadas. O estudo foi
conduzido na estacdo experimental do IPA em Arcoverde-PE, utilizando delineamento em
bloco ao acaso, com trés repeti¢cdes. Os materiais IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-
100004, IPA-200021, IPA-200205 e IPA-200149 foram avaliados quanto a 20 caracteristicas
guantitativas das plantas. Os dados coletados foram analisados pela analise de variancia pelo
teste F, e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). A herdabilidade no sentido
amplo e correlacdo entre as caracteristicas foram estimadas. A diversidade genética foi estimada
por métodos multivariados. As analises de variancia e diversidade genética revelaram
diferencas significativas entre os gendtipos, sendo possivel a formacédo de trés ou quatro grupos
geneticamente distintos. Os valores de herdabilidade variaram de 78,04-99,99%. O contetdo
de flavonoides e potéssio foram as caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia
genética entre os materiais. Essas caracteristicas sdo significantemente correlacionadas com o
extrato ndo nitrogenado e compostos fenolicos. A confirmacdo da variabilidade genética entre
as variedades estudadas de palma serve como potenciais materiais em programas de
melhoramento genético. As técnicas de analise multivariadas séo eficientes no estudo da

diversidade genética de espécies dos géneros Opuntia e Nopalea.

Termos para indexagdo: analise de alimento, analise multivariada, agrupamento,

caracterizacdo de forrageiras, distancia genética, semiarido brasileiro
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Study of genetic variability, correlation and importance of chemical and nutritional
characteristics in cactus pear (Opuntia and Nopalea)

Abstract — The cactus pear is a plant much cultivated in the brazilian semiarid region
contributing significantly to feeding the herds, especially in dry periods. Per present a great
phenotypic variability among the varieties cultivated in Brazil there is a need to characterize
the genetic diversity of chemical and nutritional characteristics. Like this, the objectives of this
study were to characterize the genetic diversity in seven varieties of cactus pear of the genres
Opuntia and Nopalea through of 20 characteristics chemical and nutritional, and determine the
correlation and importance of these characteristics in the variability between genotypes, using
multivariate analysis techniques. The study was conducted at the experimental station of IPA
in Arcoverde-PE, using design block at random, with three replications. The materials IPA-
100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205 and IPA-200149
were evaluated for 20 quantitative traits of plants. The collected data were analyzed by analysis
of variance by F test and the averages grouped by the Scott-Knott test (p<0.05). The heritability
in the broad sense and correlation between traits were estimated. The genetic diversity was
estimated by multivariate methods. The analyses of variance and genetic diversity revealed
significant differences between genotypes, with the possible formation of three or four
genetically distinct groups. The heritability values ranged from 78.04 to 99.99%. The content
of flavonoids and potassium were the characteristics that most contributed to the genetic
divergence between the materials. These characteristics are significantly correlated with the
nitrogen free extract and phenolic compounds. The confirmation of genetic variability among
the varieties studied of cactus pear studied serves as potential materials in breeding programs.
The multivariate analysis techniques are effective in the study of genetic diversity of species of

the genus Opuntia and Nopalea.

Index terms: brazilian semiarid, characterization of forage, clustering, food analysis, genetic

distance, multivariate analysis
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3.1 Introducao

A palma (Opuntia spp. e Nopalea spp.) é originaria da América tropical e subtropical,
mas, atualmente encontra-se em uma grande variedade de condi¢6es edafoclimaticas em todos
os continentes (América, Africa, Asia, Europa e Oceania), nas formas cultivada e silvestre.
Essas plantas sdo utilizadas nesses paises para diversos fins, producédo de frutas e verduras para
consumo humano; forragem para alimentagéo animal; conservagéo do solo; biomassa para fins
energéticos (biogéas e etanol); producédo de cochonilha para producdo de carmim; e inimeros
subprodutos, como bebidas, queijo vegetariano, remédios e cosméticos (DUBEUX-JUNIOR et
al., 2013).

No Brasil, estima-se haver, atualmente, aproximadamente 600.000 ha cultivados com
as espécies O. ficus indica (cv. Gigante e Redonda) e N. cochenillifera (cv. Miuda). Apesar dos
recentes esforcos governamentais para diversificar o uso dessa cultura, a maioria das areas
plantadas ainda é dedicada a producdo de forragem. Por ser uma cactacea, apresentando
inimeras caracteristicas anatdbmicas, morfoldgicas, fisioldgicas e quimicas de adaptacdo as
condicdes ecoldgicas de ambientes aridos e semiaridos, tornar-se uma das principais plantas
forrageiras utilizada na alimentacéo de ruminantes, sejam eles caprinos, ovinos ou bovinos no
Semiarido Brasileiro. Essa regido é caracterizada por apresentar alto indice de evaporacdo
anual, superior a 2.000 mm, e média anual de chuvas inferior a 750 mm, concentrada em um
unico periodo de 3 a 5 meses, além disso, muitas areas da regido estdo salinizadas (>4,0 dS/m)
(ARAUJO et al., 2005; DUBEUX-JUNIOR et al., 2013).

As pesquisas tém revelado que a palma possui um alto contetdo de diversos compostos
quimicos que podem ser considerados fitoterapicos naturais e que podem acrescentar valor
agregado aos seus produtos. Os cladodios, frutas, sementes, flores e raizes sdo utilizados no
tratamento de gastrite, fadiga, danos hepaticos, digestdo, desintoxicacdo geral, hiperglicemia,
hiperlipidemia, acidose, arteriosclerose, cicatrizante, Ulceras gastricas, antiinflamatoria,
neuroprotetota, antimicrobiana, antioxidante, etc. Nessas partes sdo encontradas fibras
hidrocoldides, pigmentos, minerais, vitaminas, e substancias bioativas com ac¢éo nutracéutica
(EL-MOSTAFA et al., 2014; NAZARENO, 2013).

Por apresentar uma grande diversidade genética nos géneros Opuntia e Nopalea, com
cerca de 300 espécies (MONDRAGON-JACOBO; PEREZ-GONZALEZ, 2001), existe a
necessidade de se caracterizar a diversidade genética entre as variedades cultivadas no Brasil.
Nos estudos de caracterizacdo da diversidade genética das espécies vegetais 0s pesquisadores

tém interesse em agrupar genotipos similares, de maneira que as maiores diferengas ocorram
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entre os grupos formados. Neste aspecto, técnicas multivariadas, como analise discriminante,
componentes principais, analise de coordenadas e de agrupamento podem ser aplicadas. A
adocdo de uma, entre as técnicas citadas, varia de acordo com o padréo de resultado desejado,
da precisdo, facilidade da andlise, e com a informacéo disponivel, seja uma caracteristica
morfologica, fisioldgica, ecoldgica, quimica ou molecular (FERREIRA et al., 2003).

Assim, os objetivos deste estudo foram caracterizar a diversidade genética em sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea através de 20 caracteristicas
quimicas e nutricionais, e determinar a correlacdo e importancia dessas caracteristicas na

variabilidade entre os gendtipos, utilizando técnicas de analise multivariadas.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Local do experimento

O trabalho foi realizado na Estagéo Experimental de Arcoverde, pertencente ao Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), localizado no municipio de Arcoverde-PE (8°25” S; 37°05’
W), altitude 680,70 m, temperatura média anual 22,90 + 1,68 °C, Umidade Relativa do ar média
anual 69,60 +5,30%, velocidade do vento média anual 3,92 + 0,48 m/s, evapora¢do acumulada
média 1700,40 mm, precipitacdo acumulada média anual 798,1 mm, microrregido do sertdo do
Moxot6 (INMET, 2015).

3.2.2 Material vegetal e conducéao do experimento

Os materiais utilizados estdo listados na Tabela 3.1. Os cladddios dos clones foram
plantados nos dias 22 e 23 de abril de 2010, espa¢ados 1,0 x 0,5 m; utilizando-se de um cladddio
por cova. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com trés repeti¢es. Cada bloco
foi composto por trés fileiras plantadas com oito plantas de cada variedade. A parcela
experimental foi composta pela fileira do meio, sendo Uteis seis plantas, 3,0 m? de area (til. O
solo foi adubado 30 dias ap6s o plantio, com 20 t.ha de esterco bovino, distribuidos entre as
linhas. Periodicamente, foram realizados tratos culturais, na forma de capina com enxada, em
toda a area cultivada.

As coletas dos materiais foram realizadas, as 8:00 horas da manh& no dia 19 de fevereiro
de 2013 (periodo seco). Apds as coletas, o material foi limpo, cortado em pequenos pedacos (2
a 3 cm de comprimento) e secos em estufa de circulacéo forcada de ar a 55 °C, onde permaneceu

por 72 horas, até peso constante, onde se obteve a massa seca ao ar (ASA). O material seco foi

76



triturado em moinho tipo Willey® e acondicionados em potes plésticos vedados para as

determinagfes quimicas e nutricionais.

Tabela 3.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, utilizadas no
estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil

N° Variedades Espécie Nome vulgar

1 IPA-100003 Opuntia ficus indica IPA-20

2 IPA-200016 Opuntia stricta Orelha de Elefante Mexicana
3 IPA-200008 Opuntia atropes F-08

4 IPA-100004 Nopalea cochenillifera Milda

5 IPA-200021 Nopalea cochenillifera F-21

6 IPA-200205 Nopalea cochenillifera IPA-Serténia

7 IPA-200149 Opuntia larreri -

3.2.3 Determinagdo de caracteristicas quimicas e nutricionais

Foram determinados os contetdos de compostos fendlicos totais (CF), flavonoides
totais (FLAV), antocianinas totais (ANT), nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg), sédio (Na), enxofre (S), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn),
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PT), extrato etéreo (EE), fibra bruta
(FB) e extrato ndo nitrogenado (EEN).

Os CF foi determinado conforme metodologia descrita por Gulcin et al. (2004) e os
resultados expressos em mg de GAE (equivalente de &cido galico) por grama de massa seca
(mg GAE g* MS). Os FLAV foram determinados de acordo com Pereira et al. (2009), e os
resultados expressos em mg de QE (equivalente de quercetina) por grama de massa seca (mg
QE g?! MS). As ANT segundo Lemos (2008), os resultados foram expressos em g de (QE)
(equivalente quercetina) por 100 gramas de massa seca (g QE. 100 gt MS).

ON, P, K, Ca, Mg, Na, S, Fe, Cu, Zn e Mn foram determinados em conformidade com
Malavolta et al. (1997), e os resultados foram expressos g.kg™* ou mg.kg™. A MS, MM, PT, EE,
FB e ENN foram determinados como Messias et al. (2013), e os resultados foram expressos em
%.

3.2.4 Analise estatistica
Os dados obtidos foram avaliados, inicialmente, pela analise de variancia (ANOVA), e
as médias comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974), em nivel de 5% de probabilidade.
A herdabilidade no sentido amplo foi calculada pelo estimador: h? = 6%/ 62 x 100;

onde: 6%y = variancia genética e 6y = variancia fenotipica. A variancia genética foi calculada
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pelo estimador 6°g= MSTreat— MSRes / J; onde: MSTreat = média do quadrado do tratamento;
MSRes = média do quadrado do residuo e J = nimero de repeti¢des (REGO et al., 2011).

A diversidade genética entre as variedades foi estimada utilizando a medida de
dissimilaridades expressa pela distancia de Mahalanobis (D?), segundo Cruz et al. (2012).
Realizou-se o agrupamento pelo método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean), método de Otimizacdo de Tocher (RAO, 1952) e o método de Analise
de Componentes Principais (CRUZ et al. 2012).

A importéncia relativa dos caracteres em relacdo a diversidade genética foi estudada
segundo metodologia descrita por Singh (1981) e analise de componentes principais (CRUZ et
al. 2012). As correlagGes entre as caracteristicas foram obtidas como descrito por Régo et al.
(2011), testaram a probabilidade de 1 e 5% pelo teste t.

As analises dos dados foram realizadas com o auxilio do programa estatistico GENES®-
Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica (CRUZ, 2001) e Assistat® 7.7 (SILVA;
AZEVEDO, 2006).

3.3 Resultados e Discusséo

A andlise de variancia pelo teste F (p < 0,01) revelou diferencas significativas para o
contetdo de compostos fendlicos totais (CF), flavonoides totais (FLAV), antocianinas totais
(ANT), fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca), enxofre (S), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn),
proteina total (PT), extrato etéreo (EE) e extrato ndo nitrogenado (ENN) e a (p < 0,05) para o
conteddo de nitrogénio (N), o que confirma haver variabilidade genética entre as variedades de
palma forrageira para a maioria das caracteristicas quimicas e nutricionais estudadas. N&o
foram detectadas diferencas significativas entre o conteddo de magnésio (Mg), sédio (Na),
manganés (Mn), matéria seca (MS), matéria mineral (MM) e fibra bruta (FB) nas plantas
(Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Analise de variancia e estimativas do coeficiente de variacdo ambiental (CVe), da razao entre os coeficientes de variacdo genético
(CVg) e ambiental (CVe), da herdabilidade no sentido amplo (h?) das caracteristicas quimicas e nutricionais de sete variedades de

palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco
Quadrados médios

F.V G.L CF FLAV ANT N P K Ca Mg Na S
Bloco 2 0,00 0,00 0,00 7,51 0,04 0,09 13,23 2,82 0,00 0,00
Variedades 6 0,95** 0,85** 0,03** 20,22* 0,75** 4,97** 39,16** 1,87ns 0,00ns 0,25**
Residuos 12 0,00 0,00 0,00 4,44 0,05 0,83 1,08 1,51 0,00 0,05
CVe (%) - 1,93 0,05 4,43 20,19 21,38 24,86 8,15 21,03 20,63 21,45
CVg/CVe - 15,03 514,56 19,77 1,09 2,12 1,29 3,43 0,28 0,10 1,22
h? (%) - 99,85 99,99 99,91 78,04 93,12 83,29 97,25 19,31 2,96 81,77
Quadrados médios
F.vV G.L Fe Cu Zn Mn MS MM PT EE FB ENN
Bloco 2 251,18 60,54 32,88 792,28 0,15 3,48 0,06 0,01 17,50 35,58
Variedades 6 1151,08** 4240,17** 547,01** 41180,40ns 0,60ns 4,25ns 43,35** 0,67** 11,98ns 68,46**
Residuos 12 187,74 269,76 69,17 18222,31 0,36 1,46 0,67 0,04 8,19 7,54
CVe (%) - 35,07 31,19 23,77 33,15 0,67 19,73 12,09 11,03 29,03 4,24
CVg/CVe - 1,31 2,22 1,52 0,65 0,46 0,80 4,59 2,17 0,39 1,64
h? (%) - 83,69 93,64 87,35 55,75 39,29 65,73 98,44 93,37 31,66 88,99

CF compostos fenolicos totais, FLAV flavonoides totais, ANT antocianinas totais, N nitrogénio, P fosforo, K potassio, Ca calcio, Mg magnésio, Na sddio, S enxofre, Fe ferro,
Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés, MS matéria seca, MM matéria mineral, PT proteina bruta, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado
ns nao significatico, *significativo a 5%, ** significativo a 1% pelo teste F
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Guevara-Figueroa et al. (2010) estudando a composi¢do centesimal, conteudo de
compostos fendlicos de cladodios de 10 genotipos cultivados e selvagens de Opuntia spp.
relataram diferencas entre eles em relacdo a CF, FLAV, PT, EE, FB, ENN, MM. Além disso,
Chahdoura et al. (2015) estudando a composicdo nutricional de cladédios de O. microdasys e
O. macrorhiza relataram diferencas para EE, MM, ENN, FB, Cu, Ca, Mg, Na e K entre os
mesmos. Esses autores ndo encontraram diferengas entre MS, PT, Fe, Mn e Zn entres essas
espécies.

Bensadon et al. (2010) estudando o valor nutricional de cladddios de Opuntia ficus
indica, variedades Milpa Alta e Atlixco, ndo encontraram diferencas entre 0s mesmos na MS,
PT, EE, MM, FB e CF. Além disso, Batista et al. (2003) estudando a composic¢ao quimica de
cladodios de duas variedades do género Opuntia (Gigante e IPA-20) e uma variedade do género
Nopalea (Miuda) também relataram a ndo diferencas entre os mesmos em relacdo a MS, PT,
EE, MM, ENN, P, Mg, Fe, Cu e Zn. No entanto, diferencas significativas entre esses genotipos
foram relatadas para o contetido de Ca e Mn por esses pesquisadores.

Os genotipos estudados apresentaram variagdo média no contetdo de CF (1,23 a 2,84
mg GAE g* MS), FLAV (1,52 a 3,02 mg QE g MS), ANT (0,05 a 0,34 g QE. 100 g* MS),
N (6,41 a 13,73 g.kg* MS), P (0,63 a 2,08 g.kg* MS), K (1,83 a 7,74 g.kg* MS), Ca (7,30 a
17,22 g.kg* MS), Mg (4,63 a 7,09 g.kg* MS), Na (0,11 a 0,14 g.kgt MS), S (0,44 a 1,30 g.kg"
1 MS), Fe (14,68 a 69,27 mg.kgt MS), Cu (2,07 a 93,02 mg.kgt MS), Zn (23,33 2 63,79 mg.kg"
1 MS), Mn (246,12 a 598,45 mg.kg™* MS), MS (10,09 a 11,12%), MM (4,12 a 8,09% na MS),
PT (3,94 a 14,90% na MS), EE (1,34 a 2,73% na MS), FB (7,37 a 12,59% na MS) e ENN (56,07
a 71,87% na MS) (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. Média das caracteristicas quimicas e nutricionais das sete variedades de palma
forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semidrida de

Pernambuco
Caracteristicas Variedades
1 2 3 4 5 6 7
CF 284a 1,84 ¢ 1,28 f 1,93d 2,16 ¢ 1,23 f 2,25b
FLAV 3,02a 157f 2,26d 251b 2,33¢c 152¢g 193¢
ANT 0,16 b 0,05d 0,05d 0,08 c 0,07 c 0,06d 0,34a
N 12,15a 12,93a 9,20 b 9,21b 9,36 b 6,41b 13,73 a
P 1,29b 0,74 b 2,08a 0,86 b 0,78b 0,63b 1,03b
K 4,74 a 435a 2,35b 2,88b 513a 1,83b 4,34 a
Ca 15,08 b 13,46 b 17,22 a 10,00 ¢ 10,26 ¢ 15,75a 7,30d
Mg 4,63 a 6,15a 570a 5,58 a 7,09a 536 a 6,38 a
Na 011a 0,11a 0,14 a 0,11a 0,11a 0,11a 011a
S 0,89b 0,86 b 1,30 a 1,12 a 0,44c 1,12 a 1,18a
Fe 58,49 a 69,27 a 44,49 a 28,20 b 23,08 b 35,22 b 14,68 b
Cu 2,07¢c 2,14 c 86,96 a 49,74 b 59,26 b 93,02 a 75,28 a
Zn 63,79 a 34,73 b 31,06 b 2797 b 23,33 b 27,22 b 36,75b
Mn 598,45 a 418,93 a 246,12 a 450,37 a 294,64 a 469,75 a 371,77 a
MS 10,09 a 11,12 a 10,60 a 11,01 a 10,30 a 11,10 a 10,14 a
MM 6,20 a 6,48 a 8,09 a 5,45 a 6,18 a 412 a 6,26 a
PT 14,90 a 7,18 b 4,17 c 539¢c 4,86 ¢ 39c 7,08b
EE 2,32b 1,34 ¢ 1,70 ¢ 1,76 ¢c 2,73 a 159c¢ 195¢
FB 10,40 a 8,69 a 12,59 a 10,13 a 11,96 a 7,37 a 7,82a
ENN 56,07 ¢ 65,18 b 62,83 b 66,24 b 63,86 b 71,87 a 66,73 b

CF compostos fendlicos totais (mg GAE g MS), FLAV flavonoides totais (mg QE g MS), ANT antocianinas
totais (ug QE. 100 g MS), N nitrogénio (g.kg* MS), P fésforo (g.kg* MS), K potassio (g.kg* MS), Ca célcio
(9.kg* MS), Mg magnésio (g.kg™* MS), Na sddio (g.kg* MS), S enxofre (g.kg* MS), Fe ferro (mg.kg™* MS), Cu
cobre (mg.kg MS), Zn zinco (mg.kg? MS), Mn manganés (mg.kg! MS), MS matéria seca (%), MM matéria
mineral (% na MS), PT proteina bruta (% na MS), EE extrato etéreo (% na MS), FB fibra bruta (% na MS), ENN
extrato ndo nitrogenado (% na MS)

*Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott,
(p<0,05)

A maioria dos valores encontrados nesse trabalho esta de acordo com os relatados na
literatura, com excecdo do CF, K, Ca, Mg, Na, S e Fe que tiveram valores inferiores aos
descritos. Essa variagdo para o contetido de CF foi (2,00 a 37,10 mg GAE g MS), FLAV (2,00
29,80 mg QE g MS), N (1,81 a 30,40 g.kg* MS), P (0,70 a 6,00 g.kg* MS), K (25,90 a 2.250
g.kg* MS), Ca (17,00 a 375,00 g.kg* MS), Mg (8,00 a 725,00 g.kg* MS), Na (0,75 a 142,50
g.kgt MS), S (1,50 a 5,10 g.kg™ MS), Fe (40,30 a 750,00 mg.kg™* MS), Cu (4,06 a 41,25 mg.kg"
1 MS), Zn (22,00 a 120,80 mg.kg* MS), Mn (62,00 a 984,41 mg.kg? MS), MS (5,65 a 14,4%),
MM (5,20 a 20,13% na MS), PT (1,13 a 19,00% na MS), EE (0,10 a 2,10% na MS), FB (6,20
a77,5% na MS) e ENN (42,40 a 80,90% na MS) (BATISTA et al., 2003; BENSADON et al.,
2010; CHAHDOURA et al., 2015; DUBEUX-JUNIOR et al., 2010; GUEVARA-FIGUEROA
etal., 2010; SILVA et al., 2012).

Os componentes quimicos das plantas tém uma ampla variacdo, tanto na composicao

guanto no contetdo, e variam entre espécies e dentro da mesma espécie. Os fatores que
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contribuem para essa diferenga no género Opuntia sdo os fatores genéticos, condicBes
ambientais de crescimento, solos, tratos culturais, periodo de coleta, estresses, idade das plantas,
ordem do cladddio analisado, tecidos analisados, temperatura de secagem do cladddio, métodos
de extracdo e diferencas nas metodologias utilizadas nas determinaces (BARI et al., 2012;
SANTOS-ZEA et al., 2011).

As diferencas significativas entre as variedades, para alguns componentes quimicos ja
eram esperadas, tendo em vista que se trata de materiais vegetais que possuem caracteristicas
fenotipicas divergentes. Essa situacdo € uma indicacdo favoravel para o estudo da divergéncia
genética.

A razdo entre o coeficiente de variagdo genético (CVg) e ambiental (CVe), ficou acima
de um para as caracteristicas CF, FLAV, ANT, N, P, K, Ca, S, Fe, Cu, Zn, PT, EE e ENN com
valores de herdabilidade (h?) entre 78,04 —99,99%. Indicando alto controle genético entre essas
caracteristicas. Para as caracteristicas Mg, Na, Mn, MS, MM e FB a (CVg)/(CVe) foi inferior
a um, indicando o dominio do ambiente nessas caracteristicas (Tabela 3.2).

Constatada a existéncia de variabilidade genética entre os genotipos, procedeu-se ao
estudo da divergéncia genética entre 0s materiais. Para as caracteristicas, em que a analise de
variancia foi significativa, foram identificadas diferencas (p < 0,05), por meio do teste de Scott-
Knott, sendo observado a formagdo de dois (N, P, K, Fe e Zn), trés (S, Cu, PT, EE, ENN),
quatro (ANT e Ca), seis (CF) e sete (FLAV) grupos de médias (Tabela 3.3).

O método de agrupamento de Tocher reuniu as sete variedades em trés grupos distintos.
O grupo | foi representado pelos genotipos 3, 5, 4 e 7; o grupo 1l pelos 2 e 6; e grupo Il pelo
genotipo 1 (Tabela 3.4).

De acordo com o dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico
UPGMA, as variedades de palma foram reunidas em trés grupos, considerando-se o corte de
45%, respectivamente, da distancia genética relativa (CRUZ et al., 2012). Distribuicdo essa

similar ao obtido pelo método de Tocher (Tabela 3.4 e Figura 3.1).
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Tabela 3.4. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base
caracteristicas quimicas e nutricionais, a distancia generalizada de Mahalanobis e
0 método de otimizagdo de Tocher

Grupo Variedades
I 3,54,7
I 2,6
Il 1

Método de agrupamento : Ligagéo Média Entre Grupo(UPGMA)

VAR3

VAR4

ot | ‘
Grupo 2 -[""R2 — \

Grupo3 o vamt

0 10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100
0 331890124.74 66375024949 99567037424 1327560498.99 1659450623.74 199134074849 2323230873.23 2655120997.95 2987011122.73 3318901247.45

Figura 3.1. Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semiarida de Pernambuco, tendo como base caracteristicas quimicas e
nutricionais

A analise dos componentes principais demostrou que a utilizacdo das trés primeiras
variaveis foi suficiente para explicar quase 77% da variacdo total obtida nos sete gendtipos
avaliados (Tabela 3.5). Assim, uma descri¢do razoavel da divergéncia genética dos gendtipos
podera ser feita por essas componentes no plano bidimensional ou tridimensional. Segundo
Cruz et al. (2012), é necessario que as primeiras componentes principais fiquem préximo de
80% do valor acumulado para explicar a variabilidade manifestada entre os individuos, levando
a interpretacdo do fenbmeno com consideravel simplificagdo das caracteristicas no plano
bidimensional ou tridimensional. Ao analisar o grafico de dispersdes dos escores da analise de
componentes principais observa-se a formacdo de quatro grupos. Os genotipos ficaram

divididos no grupo | (2, 4 e 6), grupo 1l (5 e 7), grupo 111 (1) e grupo IV (3) (Figura 3.2).
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Tabela 3.5. Estimativa dos autovalores associados aos componentes principais e importancia relativa (autovetores) referente a 20 caracteristicas
quimicas e nutricionais das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido semiérida de

Pernambuco
. . Importancia relativa (autovetores)

Componentes Raiz (autovalor) Raiz % % Acumulada CE FLAV ANT N P K Ca Mg Na S
1 7,07 35,34 35,34 0,35 0,26 0,16 0,25 0,04 029 -0,06 -0,08 -0,12 -0,14
2 4,43 22,13 57,47 -0,12 017 -016 -006 043 -0,15 0,33 -0,18 0,42 0,17
3 3,82 19,09 76,56 0,04 0,07 0,11 0,04 0,11 0,18 -0,25 0,40 0,11 -0,15
4 2,33 11,64 88,20 0,02 -0,02 0,51 0,18 0,19 -0,16 -0,15 -0,15 0,08 0,49
5 1,82 9,08 97,28 -0,05 -0,36 0,05 0,48 0,01 0,20 -0,07 0,26 0,06 0,03
6 0,54 2,72 99,99 -0,12 -045 012 -0,08 002 0,13 0,50 0,08 0,04 -0,27
7 0,00 0,00 99,99 0,03 0,07 -013 002 -006 -0,02 -001 -0,10 -0,06 0,01
19 0,00 0,00 99,99 -0,17 -0,03 -029 0,02 -0,09 -0,19 -0,17 0,02 0,02 0,19
20 0,00 0,00 100,00 -0,02 -0,06 0,02 0,21 0,05 -006 -0,01 -0,11 0,04 0,23

. . Importancia relativa (autovetores)

Componentes Raiz (autovalor) Raiz % % Acumulada Fo cu 7n Mn MS MM PT EE FB ENN
1 7,07 35,34 35,34 0,10 -0,27 0,31 0,18 0,27 009 034 0,20 0,07 -0,32
2 4,43 22,13 57,47 0,19 0,02 0,10 -0,22 0,04 034 0,02 -0,05 -0,32 -0,23
3 3,82 19,09 76,56 -0,32 0,19 -021 -039 024 023 -018 0,30 0,26 -0,03
4 2,33 11,64 88,20 -0,26 0,26 0,14 0,03 024 002 005 -014 -0,26 0,09
5 1,82 9,08 97,28 0,31 -0,26 -0,27 -0,19 -0,13 0,34 -0,02 -0,37 -0,13 0,01
6 0,54 2,72 99,99 0,15 0,26 0,18 -0,07 0,36 -0,06 0,09 0,23 -0,24 0,05
7 0,00 0,00 99,99 0,14 -0,20 0,02 0,13 0,61 -0,02 -067 -0,17 0,01 0,06
19 0,00 0,00 99,99 0,11 -020 -0,28 -0,04 044 005 0,52 0,14 0,03 0,35
20 0,00 0,00 99,99 0,18 -0,16 0,06 0,07 -026 010 -0,30 0,75 -0,11 0,19

CF compostos fendlicos totais (mg GAE g* MS), FLAV flavonoides totais (mg QE g* MS), ANT antocianinas totais (ug QE. 100 g** MS), N nitrogénio (g.kg* MS), P fésforo
(9.kg* MS), K potassio (g.kg™* MS), Ca célcio (g.kg™* MS), Mg magnésio (g.kg* MS), Na sodio (g.kg™* MS), S enxofre (g.kg* MS), Fe ferro (mg.kg™* MS), Cu cobre (mg.kg™*
MS), Zn zinco (mg.kg! MS), Mn manganés (mg.kg* MS), MS matéria seca (%), MM matéria mineral (% na MS), PT proteina bruta (% na MS), EE extrato etéreo (% na MS),
FB fibra bruta (% na MS), ENN extrato ndo nitrogenado (% na MS)
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Figura 3.2. Dispersdo grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea, em relagéo ao primeiro, segundo e terceiro componente principal (C1, C2
e C3) tendo como base vinte caracteristicas quimicas e nutricionais

O agrupamento dos genoétipos pelo método de componentes principais divergiu um
pouco ao obtido pelo método hierarquico UPGMA e Tocher. Onde classificou o genétipo 3 em
um grupo isolado, e que o genotipo 4 apresenta similaridade com 2 e 6 (Figura 3.1 e 3.2; Tabela
3.4).

A anélise de agrupamento (cluster analysis) identifica grupos de individuos similares
apos a estimacdo de uma matriz de dissimilaridade. Ha varios métodos de agrupamento que se
diferenciam pelo tipo de resultado e pelas diferentes formas de definir a proximidade entre
individuos ou grupos formados. Em todos os casos, ndo se conhece a priori, 0 numero de grupos
a ser estabelecido e diferentes métodos proporcionam diferentes resultados (CRUZ et al., 2012).

Os meétodos de agrupamento baseiam-se, principalmente, em métodos hierarquicos, de
otimizacdo e de ordenacdo. Nos hierarquicos, destaca-se 0 método da distancia média entre
grupos (UPGMA), onde os agrupamentos sdo identificados na forma de dendrogramas,
dispostos em varios niveis e ndo leva em conta o nimero 6timo de grupos. Nos de otimizacg&o,
destaca-se o algoritmo de Tocher, onde o objetivo € alcangar uma parti¢do dos individuos que

otimize (maximize ou minimize) alguma medida predefinida. Baseia-se na formacao de grupos
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em que as distancias dentro dos grupos sejam menores que as distancias entre grupos, obtendo-
se 0 numero 6timo de grupos. Nos de ordenacdo, sobressai-se a técnica de analise de
componentes principais que visa a reducao na dimensionalidade das variaveis, de forma que a
nova combinacdo de variaveis lineares ndo correlacionadas resultante, explique a estrutura de
variancia e covariancia do conjunto de variaveis originais, resultando no agrupamento dos
individuos, com base nas dispersdes em relacdo aos eixos cartesianos (CRUZ et al., 2012).

O uso de técnicas multivariadas na deteccdo da diversidade genética exige certo grau de
estruturacdo nos dados. Diante disto, é importante que critérios diferentes de agrupamento
sejam utilizados e que se considere como correta a estrutura consenso da maior parte deles, para
que seja assegurado que o resultado obtido ndo seja um artefato da técnica utilizada (ARRIEL
et al., 2006; VIANA, 2013).

As caracteristicas que mais contribuiram para a variancia total na primeira componente
foram CF e PT. Na segunda componente destacaram-se P e Na. Na terceira componente ficaram
Mg e Mn (Tabela 3.5). As caracteristicas de maior importancia sdo aquelas cujos coeficientes
de ponderacdo (autovetores) sdo de maior magnitude, em valor absoluto, nas primeiras
componentes principais (CRUZ et al., 2012).

Essas, portanto, seriam as caracteristicas mais responsivas nos processos seletivos entre
populacbes de palma. As outras caracteristicas contribuiram muito pouco com a divergéncia
entre 0s gendtipos estudados e poderiam ser desprezadas (REGO et al., 2011).

A formacdo de trés grupos de palma pelos métodos UPGMA e Tocher e quatro grupos
pelo método de componentes principais, fornecem informaces relevantes para a conservacao
de material genético como fonte para programas de melhoramento. Segundo Silva et al. (2011),
0s cruzamentos entre genoétipos de grupos distintos fornecem linhagens superiores para o
melhoramento de caracteristicas de interesse. A obtencdo de linhagens a partir de variedades
comerciais € uma alternativa viavel, pois representam genétipos ja melhorados e testados em
varios ambientes de cultivo. Considerando hibridos, ainda é possivel contar com elevada
proporcao de locos distintos fixados, facilitando a selecéo e recombinacédo de alelos favoraveis
(AMORIM; SOUZA, 2005).

Assim, como sugestdo para o programa de melhoramento com o género Opuntia e
Nopalea, o melhorista deve considerar ndo somente a distancia entre grupos como critério para
orientar os cruzamentos, mas também o desempenho individual do gendtipo para cada
caracteristica de interesse agronémico e zootécnico (FERREIRA et al., 2003). Além da

possibilidade e facilidade de obter cruzamentos viaveis entre individuos de diferentes géneros
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ou espécies. Uma vez que, em muitos casos ndo é possivel obter cruzamentos viaveis entre
plantas de espécies diferentes por meios naturais, sendo possivel, apenas, por métodos néao
convencionais, ou através de técnicas de biotecnologia (PAIXAQ, 2012).

Na anélise da contribuicdo relativa das caracteristicas para a diversidade genética entre
as sete variedades de palma por meio da metodologia de Singh (1981), o FLAV contribuiu com
46,30%, e 0 K com 14,07% para a variabilidade entre os genétipos. Essas duas caracteristicas
contribuiram com 60,37% da variabilidade total entre os materiais. As caracteristicas que menos
contribuiram para a divergéncia foram Cu, EE, Mn e Mg (Tabela 3.6). As variaveis de menor
contribuicdo sdo pouco informativas na caracterizacdo da variabilidade genética existente, e
podem ser descartadas em estudos de divergéncia genética (REGO et al., 2011).

Tabela 3.6. Contribuicdo relativa de 20 caracteristicas quimicas e nutricionais das sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semidrida de Pernambuco, por meio da metodologia de Singh (1981)

Caracteristicas Contribuicdo relativa (%)

CF 7,33
FLAV 46,30
ANT 0,80
N 1,78

P 5,03
K 14,07
Ca 1,33
Mg 0,34
Na 0,00
S 8,06
Fe 0,71
Cu 0,08
Zn 2,42
Mn 0,19
MS 1,10
MM 0,63
PT 3,13
EE 0,12
FB 1,95
ENN 4,63

CF compostos fendlicos totais (mg GAE g* MS), FLAV flavonoides totais (mg QE g* MS), ANT antocianinas
totais (ug QE. 100 g* MS), N nitrogénio (g.kg™* MS), P fosforo (g.kg™* MS), K potassio (g.kg* MS), Ca célcio
(9.kg* MS), Mg magnésio (g.kg™* MS), Na sddio (g.kg* MS), S enxofre (g.kg* MS), Fe ferro (mg.kg™* MS), Cu
cobre (mg.kg! MS), Zn zinco (mg.kg™ MS), Mn manganés (mg.kg? MS), MS matéria seca (%), MM matéria
mineral (% na MS), PT proteina bruta (% na MS), EE extrato etéreo (% na MS), FB fibra bruta (% na MS), ENN
extrato ndo nitrogenado (% na MS)

A maioria das caracteristicas quimicas e nutricionais nao foram correlacionadas
significantemente entre si. Com excecdo de Na que teve correlagdo positiva (p < 0,01) com P
(0,88) e Zn com PT (0,97) (Tabela 3.7).
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O fésforo esté presente em todo o metabolismo das plantas. As principais fungdes desse
elemento é fazer parte de moléculas como DNA, RNA, fosfolipidios de membranas; participa
no transporte de substratos (glicose fosfato, coenzimas); atua no transporte e transducéo de
energia quimica (ATP e NADPH); participa da sinalizacéo celular (inositol trifosfato); modifica
proteinas irreversivelmente, € um constituinte de biominerais, etc. (EPSTEIN; BLOOM, 2006;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

O sadio nao é um nutriente essencial para a maioria das plantas. Na verdade, o maior
interesse do estudo desse ion é pelo fato de sua concentracdo nos solos das regides aridas e
semidridas serem altas, prejudicando ou mesmo impedindo o crescimento e o desenvolvimento
das plantas. Entretanto, esse ion tem funcdo importante no ajustamento osmético de plantas
expostas ao estresse salino ou hidrico nessas regides. Além disso, ele tem funcdo como nutriente
essencial ao crescimento de algumas plantas C4 e CAM (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Algumas plantas C4 e CAM precisam desse nutriente para fazer sua fotossintese, no
entanto, ndo se sabe se essa funcdo essencial tem um papel bioquimico ou biofisico. O que se
sabe é que esse processo se concentra no metabolismo inicial de quatro carbonos que acontece
nas células do mesofilo, ou no transporte dessa molécula entre as células do mesofilo e bainha
do feixe vascular. Os estudos indicam que o sddio facilita a absor¢do de piruvato pelos
cloroplastos do mesofilo, talvez ativando o transportador de piruvato, ainda poderia manter a
integridade funcional dos cloroplastos do mesdéfilo (EPSTEIN; BLOOM, 2006). Além disso, 0
Na* esta envolvido na regeneracdo do fosfoenolpiruvato e substitui o K* em algumas fungdes
nas plantas C4 e CAM (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O fésforo participa das reacGes de fotossintese e respiracao fazendo parte nas moléculas
de NADPH, ATP e vaérios intermediarios gerados por esses processos. A correlagdo positiva
entre P e Na pode ser explicada pelo fato da palma forrageira ser uma planta com metabolismo
fotossintético CAM e precisar do Na* para fazer a fotossintese.

O zinco faz parte de muitas proteinas, em muitas enzimas esse ion metélico é exigido
no sitio ativo (anidrase carbonica, dismutase de superoxido, dehidrogenase de alcool,
desidrogenase glutamica); em outras € um componente integral, ndo participando do sitio ativo
(EPSTEIN; BLOOM, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2013). Por isso, a correlagéo positiva entre Zn e
PT.

Correlages positivas (p < 0,05) também foram encontradas entre CF e K (0,82) ou PT
(0,83); e entre P e MM (0,80) (Tabela 3.7).
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Os compostos fenolicos pertencem a uma classe de metabolitos secundarios que inclui
uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila. Dentre
essas substancias encontram-se estruturas tdo variadas quanto a dos acidos fenolicos, dos
derivados da cumarina, dos pigmentos hidrossollveis das flores, dos frutos e das folhas, as
ligninas, os taninos, etc. Ademais, os compostos fendlicos fazem parte da estrutura de proteinas,
alcaloides e terpendides (CARVALHO et al., 2010). Diversas funcdes sdo atribuidas a esses
compostos desde protecdo a estresses bioticos e abidticos, atrativos de polinizadores e
dispersores de semente, suporte mecanico, protecdo contra radiacdo ultravioleta, etc. (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Por isso, a correlacdo positiva entre CF e PT, por fazer parte da estrutura de
varias proteinas.

O potéssio embora seja 0 mais abundante mineral catiénico constituinte das plantas e
possa constituir até 10% do peso seco de uma planta, ndo € um constituinte integral de qualquer
metabolito que possa ser isolado de material vegetal. Ele esté presente no citosol e vacuolos das
células como ion livre (K*) em altas concentragdes. As principais funcGes desse ion estdo no
ajustamento osmotico em plantas expostas ao estresse salino ou hidrico, ativacdo de enzimas,
estabilizacdo da configuracdo funcional de macromoléculas, participacdo no transporte através
da membrana de ions, neutralizacdo de anions, manutencéo do potencial osmético e transporte
de nutrientes organicos e inorganicos (EPSTEIN; BLOOM, 2006). Por isso a correlagdo
positiva entre K e CF, uma vez que muitas destas substancias fazem parte de proteinas ou outras
macromoléculas e precisdo ser estabilizadas quimicamente.

As cinzas ou matéria mineral fornece uma indicacdo da riqueza da amostra em
elementos minerais. Os principais elementos encontrados sdo os cations calcio, potassio, sodio,
magnésio, ferro, cobre, cobalto e aluminio; e os anions sulfato, cloreto, silicato e fosfato,
elementos esses que sao absorvidos do ambiente, seja pelas raizes ou parte aérea da planta
(MESSIAS et al., 2013). Por isso a correlagéo positiva encontrada entre o P e MM nas amostras
de palma.

CorrelacGes negativas (p < 0,05) foram encontradas entre FLAV com ENN (-0,81); e
entre ENN com Zn (-0,76) ou PT (-0,78) (Tabela 3.7).

Em nutricdo animal o extrato ndo nitrogenado representa os carboidratos ndo estruturais,
solGveis em acidos e bases, geralmente compostos por amido, agucares e pectina. Indica o valor

energeético de um alimento, e é calculado pela diferenga das demais fragdes da matéria organica
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ou da matéria seca (FB, EE, PT e MM) (DETMANN et al., 2012; MESSIAS et al., 2013). Por
IS0 a correlagdo negativa entre ENN e PT.

Os flavonoides fazem parte de um importante grupo de metabolitos secundarios, 0s
compostos fenolicos. A maioria dos representantes desse grupo possuem em sua estrutura 15
atomos de carbono em seu ndcleo fundamental, constituidos de duas fenilas ligadas por uma
cadeia de trés carbonos entre elas. Essas moléculas encontram-se dentro das células na forma
livre ou conjugadas com agucares (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas. As mais importantes
podemos citar: protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel; protecdo contra o
ataque de insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais e insetos com finalidade de
polinizacdo e dispersdo das sementes; antioxidantes; controle de acdo hormonal; agentes
alelopaticos; inibidores de enzimas, protecao contra estresses abidticos, etc. (BARTWAL etal.,
2013; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Por isso, os flavonoides € a classe de metabdlitos
secundarios, mais abundante, presente em espécies dos géneros Opuntia e Nopalea.

O conteudo de flavonoides é influenciado por fatores ambientais. O estresse salino,
hidrico, temperatura e luminosidade a qual as plantas de palma estdo expostas aumentam o
conteddo desses metabolitos na planta (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011;
RODZIEWICZ et al., 2014). No entanto, esses estresses reduzem o crescimento e
desenvolvimento das plantas, por influenciar negativamente na fotossintese e
consequentemente na producao de carboidratos (BARTWAL et al., 2013).

Além disso, como o metabolismo primario (carboidratos) esta intimamente relacionado
com o metabolismo secundario (compostos fendlicos), alteragdes no primeiro podem afetar
profundamente o segundo. Ademais, muitos metabdlitos secundarios sdo formados por
sequencias de reacdes anadlogas aquelas do metabolismo primario. Assim sob condi¢des de
estresse o carbono que seria utilizado na producdo de carboidratos seria desviado para a
producdo de metabolitos secundarios (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; SANTOS,
2010). Por isso a correlagdo negativa entre ENN e FLAV.

Além disso, as plantas para se protegerem dos estresses abidticos (hidrico, salino
temperatura e radiacdo elevada) produzem varias enzimas antioxidantes, a exemplo da
dismutase de superoxido, que tem o zinco como um de seus cofatores. Por isso, a correlacdo
negativa entre Zn e ENN. Uma vez que o carbono que seria utilizado na producdo de
carboidratos seria desviado para a producdo dessas enzimas (EPSTEIN; BLOOM, 2006; TAIZ;
ZEIGER, 2013).
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Conforme Cruz et al. (2012), a existéncia de correlages significativas indica a
viabilidade da selecdo indireta para obtencéo de ganhos na caracteristica de maior importancia.
Dentre 0s genotipos que mais se destacaram com as maiores médias gerais para as
caracteristicas quimicas e nutricionais foram 1, 3 e 5 (Tabela 3.3). Assim, cruzamentos
envolvendo esses gendtipos poderiam gerar progénies superiores em caracteristicas de interesse
agrondmicos, zootécnicos ou fisioldgicos.

Esses resultados sugerem perspectivas de trabalhos futuros com o objetivo de explorar
a variabilidade encontrada entre os genétipos de palma estudados e a possibilidade de utilizacdo
de outras metodologias, como a de marcadores moleculares de proteinas, marcadores quimicos
(metabolitos secundarios), caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas, e também a variacdo
cromossémica para a determinacdo da variabilidade genética; proporcionando uma andlise

complementar aos estudos realizados por meio de caracteristicas quimicas e nutricionais.
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Tabela 3.7. CorrelacGes entre as caracteristicas quimicas e nutricionais das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea
cultivadas na regido semiarida de Pernambuco

Caracteristicas CF FLAV ANT N P K Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn MS MM PT EE FB ENN

CF 1 0,65 0,53 0,65 -0,11 0,82 -0,42 -0,09 -0,53 -0,45 0,04 -0,65 0,70 0,49 0,70 0,05 0,83 0,61 0,05 -0,69
ns Ns ns ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns * ns ns ns

FLAV 1 0,11 0,13 0,40 0,33 -0,00 -0,36 0,06 -0,16 0,01 -0,34 0,56 0,28 0,59 0,28 0,60 0,62 0,61 -0,81
Ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns *

ANT 1 0,63 0,02 0,37 -0,59 0,05 -0,28 0,22 -0,44 0,05 0,38 0,14 0,69 0,03 0,37 0,22 -0,38 -0,10
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

N 1 0,06 0,70 -0,42 0,12 -0,23 -0,07 0,22 -0,59 -0,53 0,14 0,48 0,42 0,58 0,03 -0,14 -0,46
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

p 1 -0,20 0,46 -0,26 0,88 0,46 0,16 0,17 0,26 -0,35 0,38 0,80 0,09 -0,00 0,62 -0,50
ns ns ns ** ns ns ns ns ns ns * ns ns ns ns

K 1 -0,48 0,39 -0,48 -0,73 0,06 -0,62 0,38 0,09 0,59 0,23 0,55 0,62 0,14 -0,56
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Ca 1 -0,58 0,55 0,22 0,66 -0,01 0,22 0,10 -0,26 0,16 0,07 -0,31 0,23 -0,19
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Mg 1 -0,09 -0,46 -0,46 0,23 -0,66 -0,73 0,03 0,18 -0,54 0,26 0,13 0,31
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Na 1 0,49 0,12 0,41 -0,14 -0,59 -0,00 0,71 -0,32 -0,22 0,59 -0,14
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

s 1 -0,06 0,43 0,02 -0,01 -0,16 0,09 -0,17 -0,65 -0,25 -0,27
ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Fo 1 -0,70 0,49 0,37 -0,26 0,24 0,45 -0,38 0,05 -0,43
ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Cu 1 0,62 -0,56 -0,07 -0,11 -0,74 -0,05 -0,01 0,62
ns ns ns ns ns ns ns ns

0,69 0,55 0,14 0,97 0,18 -0,03 -0,76
Zn 1 e -

ns ns ns ns ns

Mn 1 0,01 -0,55 0,72 -0,04 -0,46 -0,24
ns ns ns ns ns ns

MS 1 0,37 0,56 0,72 0,28 -0,63
ns ns ns ns ns

MM 1 0,08 0,06 0,67 -0,56
ns ns ns ns

PT 1 0,30 -0,02 —0;78

ns ns

EE 1 0,47 -0,48
ns ns

FB 1 -0,58
ns
ENN 1

* e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t
ns. ndo significativo
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3.4 Conclusodes

As sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea apresentam
divergéncia genética. Os métodos multivariados utilizados para a divergéncia agrupam esses
genotipos em trés ou quatro grupos.

As caracteristicas que mais contribuem para a diversidade genética entre as variedades
sdo os conteudos de flavonoides e potassio. Essas caracteristicas sdo correlacionadas com o
extrato ndo nitrogenado e compostos fenolicos totais.

As técnicas de analise multivariadas sdo eficientes no estudo da diversidade genética de
espécies dos géneros Opuntia e Nopalea.
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Variabilidade quimica e nutricional de cladddios de palma forrageira

dos géneros Opuntia e Nopalea
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Variabilidade quimica e nutricional de cladddios de palma forrageira dos géneros
Opuntia e Nopalea

Resumo — Os estudos tém revelado que os cladddios de palma possuem diversos compostos
quimicos que podem ser considerados fitoterdpicos naturais e que conferem valor agregado
adicional a seus produtos. Muitos fatores afetam a composicao quimica das plantas, condicdes
edafoclimaticas, idade da planta, variedades, espécies, etc. Os objetivos deste estudo foram
caracterizar a variabilidade quimica e nutricional por ordem de cladddio de sete variedades de
palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea. O estudo foi conduzido na estacéo
experimental do IPA em Arcoverde-PE, utilizando delineamento em bloco ao acaso, com trés
repeti¢des. Os materiais IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-100004, IPA-200021,
IPA-200205 e IPA-200149 foram avaliados quanto a composicao bromatoldgica e de minerais
por ordem dos cladddios. Os dados coletados foram analisados pela anélise de variancia pelo
teste F, e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Os contetdo dos nutrientes
variaram MS (5,60 a 7,57%), PT (5,03 2 9,13% MS), EE (0,78 a 1,99% MS), FB (6,03 a 14,43%
MS), ENN (30,48 a 79,33% MS), MM (7,62 a 13,05% MS), N (8,00 a 14,60 g.kg* MS), P
(1,92 a 4,56 g.kg! MS), K (4,65 a 42,00 g.kg™ MS), Ca (21,46 a 62,75 g.kg™* MS), Mg (9,95 a
22,02 g.kg! MS), Na (1,40 a 2,90 g.kg MS), S (36,67 a 1.315,59 mg.kg™! MS), Fe (59,38 a
208,21 mg.kg* MS), Cu (9,01 a 39,65 mg.kg* MS), Zn (19,19 a 81,14 mg.kg™* MS) e Mn
(102,50 a 704,57 mg.kg MS). As variedades de palma apresentam variabilidade genética no
contetdo quimico e nutricional, tanto entre gen6tipos quanto na ordem dos cladédios dentro do
genotipo. O contetdo de proteinas e nutrientes (N, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Zn e Mn) tendem a
ser maiores nos cladodios mais jovens. O teor de extrato etéreo, extrato ndao nitrogenado, fibra

bruta, fésforo e sédio tendem a ser maiores nos cladédios maduros.

Termos para indexacdo: analise de alimento, cactacea, caracterizacdo de forrageiras,

semiarido brasileiro
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Variability chemical and nutritional of cactus pear cladodes of genres
Opuntia and Nopalea

Abstract — The studies have revealed that the cladodes of cactus pear have several chemical
compounds that can be considered phytotherapycs natural and provide additional value to their
products. Many factors affect the chemical composition of plants, soil and weather conditions,
plant age, varieties, species, etc. The objectives of this study were to characterize the chemical
and nutritional variability per order of cladode of seven varieties of cactus pear of the genres
Opuntia and Nopalea. The study was conducted at the experimental station of IPA in
Arcoverde-PE, using design block at random, with three replications. The materials IPA-
100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205 and IPA-200149
were evaluated for their bromatological and mineral composition per order of cladodes. The
collected data were analyzed by analysis of variance by F test and the averages grouped by the
Scott-Knott test (p < 0.05). The content of nutrients varied (DM) (5.60 to 7.57%), (TP) (5.03 to
9.13% DM), (EE) (0.78 to 1.99% DM), (CF) (6.03 to 14.43% DM), (NFE) (30.48 to 79.33%
DM), (MM) (7.62 to 13.05% DM), (N) (8.00 to 14.60 g.kg™* DM), (P) (1.92 to 4.56 g.kg™* DM),
(K) (4.65 to 42.00 g.kg™ DM), (Ca) (21.46 to 62.75 g.kg* DM), (Mg) (9.95 to 22.02 g.kg*
DM), (Na) (1.40to 2.90 g.kg™* DM), (S) (36.67 to 1,315.59 mg.kg™ DM), (Fe) (59.38 to 208.21
mg.kgt DM), (Cu) (9.01 to 39,65 mg.kg* DM), (Zn) (19.19 to 81.14 mg.kg™* DM) and (Mn)
(102.50 to 704.57 mg.kg™t DM). The varieties of cactus pear feature genetic variability in the
chemical and nutritional content, both among genotypes how much between the order of
cladodes within the genotype. The content of proteins and nutrients (N, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu,
Zn and Mn) tend to be higher in younger cladodes. The ether extract, nitrogen free extract,

crude fiber, phosphorus and sodium tend to be higher in mature cladodes.

Index terms: Brazilian semiarid, cactaceous, characterization of forage, food analysis
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4.1 Introducgéo

As regides climaticamente definidas como aridas e semiaridas representam
aproximadamente 48 milhdes de km?, distribuidas em 2/3 dos paises do mundo. Essas regides
sdo caracterizadas pela baixa umidade e pouco volume pluviométrico. De acordo com a
precipitagdo anual as zonas aridas sdo classificadas em: arido extremo (60-100 mm), arido (150-
250 mm) e semiarido (250-500 mm). Além disso, essas regides sdo reconhecidas pela alta
variabilidade das chuvas que sdo infrequentes, discretas, imprevisiveis e aleatérias (NOY-
MEIR, 1973; OLIVEIRA et al., 2010).

No Brasil, a faixa territorial considerada como semiarida abrange uma area de
aproximadamente 969.589,4 km?, que representa 11,39% do territorio nacional e estdo
incluidos os estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais (MINISTERIO DA INTEGRACAO, 2005). Essa regiio
é caracterizada por apresentar alto indice de evaporagdo anual, superior a 2.000 mm, e média
anual de chuvas inferior a 750 mm, concentrada em um Unico periodo de 3 a 5 meses, além
disso, muitas areas da regido estdo salinizadas (>4,0 dS/m). Essas condi¢cdes imp&em certas
limitacBes a producdo vegetal e animal, com reflexo na economia regional e na qualidade de
vida dos habitantes (DUBEUX-JUNIOR et al., 2013).

Uma das principais atividades desenvolvidas na regido semiarida do Brasil é a pecuaria,
com destaque para a criacdo de bovinos, caprinos e ovinos. Estima-se que em numeros
absolutos as populacdes desses animais nessa regido estejam na ordem de 29.350.651,
10.126.799 e 8.109.672 cabecas, valores esses que representam 13,82, 57,49 e 91,62% do
rebanho nacional, respectivamente (IBGE-SIDRA, 2015). No geral, esses rebanhos sao criados
extensivamente, alimentando-se exclusivamente da vegetacdo nativa. Pelas caracteristicas
sazonais das plantas, pelas condi¢des adversas de clima e solo, e principalmente, por parte da
vegetacdo nativa ser de plantas ndo forrageiras, apresentam baixa capacidade de suporte, e
consequentemente a atividade pecuaria também apresenta baixos indices de produtividade.
Dessa maneira, € necessario encontrar alternativas sustentaveis de producdo vegetal, que
permitam a fixacdo do homem no campo, garantindo-lhe renda e qualidade de vida (DUBEUX-
JUNIOR et al., 2013).

Uma importante alternativa de producao vegetal para a regido semiarida do Brasil, € 0
cultivo de plantas do género Opuntia e Nopalea, pois, essas plantas possuem caracteristicas
anatdmicas, fisioldgicas, e quimicas que permitem seu crescimento e desenvolvimento em areas

sujeitas a déficit hidrico. Possibilitando, assim, a obtencéo de alimento humano e animal, além,
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da geragdo de renda a populagdo que vive nessas areas. Uma vez que, essas plantas sdo
utilizadas para diversos fins, produgéo de frutas e verduras para consumo humano; forragem
para alimentacao animal; conservacao do solo; biomassa para fins energéticos (biogas e etanol);
producdo de cochonilha para producdo de carmim; e inimeros subprodutos, como bebidas,
queijo vegetariano, remédios e cosméticos (DUBEUX-JUNIOR et al., 2013).

Os estudos tém revelado que os cladddios de palma possuem diversos compostos
quimicos que podem ser considerados fitoterapicos naturais e que conferem um valor agregado
adicional a seus produtos. Neles sdo encontrados componentes como fibra, hidrocoldides,
pigmentos, minerais e vitaminas (NAZARENO, 2013), por proporcionar produtos e alimentos
que se constituem como importante fonte de nutrientes para humanos e animais. O
reconhecimento do valor nutritivo de cladodios de palma como alimento estratégico para a
seguranca alimentar e nutricional, assim como forragem nutritiva para agregacdo de valor aos
produtos de origem animal é de suma importancia para certificacdo de produtos saudaveis.

Muitos fatores afetam a composicdo quimica dos cladddios, entre eles condigoes
edafoclimaticas, idade da planta, época do ano, variedades, espécies, etc. Poucos estudos sdo
concentrados na diferenca entre as ordens do cladddio entre variedades cultivadas.

Assim, os objetivos deste estudo foram caracterizar a variabilidade quimica e nutricional

por ordem de cladddio de sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Local do experimento

O trabalho foi realizado na Estacdo Experimental de Arcoverde, pertencente ao Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), localizado no municipio de Arcoverde-PE (8°25” S; 37°05’
W), altitude 680,70 m, temperatura média anual 22,90 + 1,68 °C, Umidade Relativa do ar média
anual 69,60 +5,30%, velocidade do vento média anual 3,92 + 0,48 m/s, evapora¢do acumulada
média 1.700,40 mm, precipitacdo acumulada media anual 798,1 mm, microrregido do sertdo do
Moxot6 (INMET, 2015).

4.2.2 Material vegetal e condugéo do experimento

Os materiais utilizados estdo listados na Tabela 4.1. Os cladddios dos clones foram
plantados nos dias 22 e 23 de abril de 2010, espagados 1,0 x 0,5 m; utilizando-se de um cladddio
por cova. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com trés repeti¢des. Cada bloco

foi composto por trés fileiras plantadas com oito plantas de cada variedade. A parcela
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experimental foi composta pela fileira do meio, sendo Uteis seis plantas, 3,0 m? de area util. O
solo foi adubado 30 dias ap6s o plantio, com 20 t.ha? de esterco bovino, distribuidos entre as
linhas. Periodicamente foram realizados tratos culturais, na forma de capina com enxada, em
toda a area cultivada.

As coletas dos materiais (cladddios) foram realizadas, as 8:00 horas da manhé no dia 24
de janeiro de 2014 (periodo seco). Apds as coletas, o material foi limpo, cortado em pequenos
pedacos (2 a 3 cm de comprimento) e secos em estufa de circulacdo forcada de ar a 55 °C, onde
permaneceu por 72 horas, até peso constante, onde se obteve a massa seca ao ar (ASA). O
material seco foi triturado em moinho tipo Willey® e acondicionados em potes plasticos

vedados para as determinagfes quimicas e nutricionais.

Tabela 4.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, utilizadas no
estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil

N° Variedades Espécie Nome vulgar

1 IPA-100003 Opuntia ficus indica IPA-20

2 IPA-200016 Opuntia stricta Orelha de Elefante Mexicana
3 IPA-200008 Opuntia atropes F-08

4 IPA-100004 Nopalea cochenillifera Milda

5 IPA-200021 Nopalea cochenillifera F-21

6 IPA-200205 Nopalea cochenillifera IPA-Sertania

7 IPA-200149 Opuntia larreri -

4.2.3 Determinacao de caracteristicas quimicas e nutricionais

Foram determinados os contetdos de nitrogénio (N), fésforo (P), potéssio (K), calcio
(Ca), magnésio (Mg), sodio (Na), enxofre (S), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés
(Mn), matéria seca (MS), matéria mineral (MM), proteina bruta (PT), extrato etéreo (EE), fibra
bruta (FB) e extrato ndo nitrogenado (EEN).

O N, P, K, Ca, Mg, Na, S, Fe, Cu, Zn e Mn foram determinados de acordo com
Malavolta et al. (1997), e os resultados foram expressos g.kg™* ou mg.kg™. A MS, MM, PT, EE,
FB e ENN foram determinados como Messias et al. (2013), e os resultados foram expressos em
% na MS.

4.2.4 Andlise estatistica
Os dados obtidos foram avaliados inicialmente pela anélise de variancia (ANOVA), e

as médias comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974), em nivel de 5% de probabilidade. As
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andlises dos dados foram realizadas com o auxilio do programa estatistico Assistat® 7.7
(SILVA; AZEVEDO, 2006).

4.3 Resultados e Discusséo

Os resultados da composi¢do quimica e bromatoldgica por ordem dos cladoédios das
variedades estudadas encontram-se nas Tabelas 4.2 a 4.8. N&o foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) pelo teste de Scott & Knott entre a ordem dos cladddios das variedades
para o contetido de matéria seca (MS) (IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-100004,
IPA-200021, IPA-200149), proteina total (PT) (IPA-200016, IPA-200008, IPA-100004, IPA-
200021, IPA-200205, IPA-200149), extrato etéreo (EE) (IPA-200016, IPA-200008, IPA-
100004, IPA-200021, IPA-200205), fibra bruta (FB) (IPA-100003, IPA-200008, IPA-200021,
IPA-200205), extrato ndo nitrogenado (ENN) (IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-
100004, IPA-200205), material mineral (MM) (IPA-100003, IPA-200016, IPA-100004, IPA-
200021, IPA-200205, IPA-200149), nitrogénio (N) (IPA-200008, IPA-100004, IPA-200021,
IPA-200205, IPA-200149), fosforo (P) (IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-100004,
IPA-200021, IPA-200205, IPA-200149), potassio (K) (IPA-100003, IPA-200021), célcio (Ca)
(IPA-100003, IPA-200016, IPA-100004, IPA-200205, IPA-200149), magnésio (Mg) (IPA-
100003, IPA-200016, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200149), sodio (Na) (IPA-100003, IPA-
200016, IPA-200008, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200149), enxofre (S) (IPA-
100003), ferro (Fe) (IPA-200016, IPA-200205), cobre (Cu) (IPA-200021), zinco (Zn) (IPA-
200016, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200149) e manganés (Mn) (IPA-100004,
IPA-200149).

Na variedade IPA-100003 observam-se diferencas entre a ordem dos cladddios para o
contetido de PT (6,02 a 8,35% MS), EE (1,27 a 1,79% MS), N (9,63 a 13,35 g.kg* MS), Fe
(71,99 a 170,84 mg.kg™* MS), Cu (18,33 a 28,99 mg.kg™* MS), Zn (27,38 a 52,65 mg.kg™* MS)
e Mn (231,49 a 375,99 mg.kg* MS) (Tabela 4.2).

Na variedade IPA-200016 foram observadas divergéncias entre a ordem dos cladédios
para o contetido FB (7,85 a 9,54% MS), N (12,05 a 14,60 g.kg™* MS), K (5,35 a 15,00 g.kg™*
MS), S (36,68 a 423,53 mg.kg™? MS), Cu (30,24 a 35,85 mg.kg™* MS) e Mn (228,56 a 512,53
mg.kg! MS) (Tabela 4.3).

Na variedade IPA-200008 diferencas entre a ordem dos cladddios foram notadas para
MM (7,86 a 13,05% MS), K (12,00 a 33,90 g.kg* MS), Ca (40,43 a 62,75 g.kg™* MS), Mg (9,95
a 22,02 g.kg! MS), S (399,93 a 1.315,59 mg.kg™* MS), Fe (59,38 a 197,99 mg.kg* MS), Cu
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(22,66 a 39,65 mg.kg? MS), Zn (34,70 a 81,14 mg.kg* MS) e Mn (102,50 a 537,40 m g.kg*
MS) (Tabela 4.4).

Na variedade IPA-100004 verifica-se diferenca entre a ordem dos cladodios para FB
(6,62 a 12,43% MS), K (10,65 a 42,00 g.kg* MS), Mg (12,51 a 19,94 g.kg* MS), S (91,23 a
510,48 mg.kg! MS), Fe (66,25 a 168,77 mg.kg™* MS) e Cu (13,18 a 35,56 mg.kg* MS) (Tabela
4.5).

Na variedade IPA-200021 disparidade entre os cladodios foi encontrada para ENN
(30,48 a 73,91% MS), Ca (21,46 a 51,28 g.kg MS), S (73,68 a 1.298,10 mg.kg* MS), Fe
(100,40 a 201,61 mg.kg™* MS) e Mn (128,62 a 618,17 mg.kg™ MS) (Tabela 4.6).

Na variedade IPA-200205 foram registradas diversidade entre os cladddios para MS
(6,28 a 7,51%), K (4,65 a 33,65 g.kg™* MS), S (36,68 a 185,59 mg.kg* MS), Cu (19,87 a 31,98
mg.kgt MS) e Mn (205,19 a 704,57 mg.kg* MS) (Tabela 4.7).

Na variedade IPA-200149 foram notadas diferencas entre os cladddios para EE (1,04 a
1,61% MS), FB (6,03 a 8,37% MS), ENN (74,34 a 79,33% MS), K (7,35 a 24,10 g.kg* MS), S
(490,75 a 957,49 mg.kg* MS), Fe (89,07 a 120,47 mg.kg* MS) e Cu (9,01 a 33,59 mg.kg™
MS) (Tabela 4.8).

O contetdo de proteinas, material mineral (nitrogénio, potassio, calcio, magnésio,
enxofre, ferro, cobre, zinco e manganés) tem uma tendéncia a serem maiores nos cladédios
mais jovens, em fase de desenvolvimento. O teor de extrato etéreo, extrato ndo nitrogenado,
fibra bruta, fosforo e sédio tendem a ser menores nos cladddios mais jovens. Entretanto, os
conteddos dos nutrientes analisados ndo apresentam um padrdo de acumulo definido entre as
ordens dos cladddios entre as variedades.

Contreras-Padilla et al. (2011), Hernandez-Urbiola et al. (2011), Ribeiro et al. (2010) e
Rodriguez-Garcia et al. (2007) estudando a composicdo quimica de cladodios de palma
(Opuntia ficus indica), relatam aumento no conteldo de carboidratos totais, proteinas, fibra
bruta e material mineral (P, Ca e Fe) com a idade dos cladddios. No entanto, os pesquisadores
mencionam reduc¢des no contetido de gorduras totais com a idade dos cladddios. Saenz (2006)
relata que o conteido de proteinas e cinzas sao maiores nos cladodios mais jovens, e que 0
conteldo de fibras e gordura sdo menores nesses claddédios, corroborando com nossos
resultados.

O resultado para os minerais e extrato ndo nitrogenado era esperado tendo em vista que

0 excesso de nutrientes e fotossintatos (produtos da fotossintese) sdo translocados das areas de
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absorcdo ou producdo (tecidos maduros) para areas de crescimento com metabolismo ativo
(tecidos jovens) ou de armazenamento (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os materiais minerais N, P, K, Mg, S, Fe, Cu, Zn e Mn séo encontrados em todos 0s
tecidos da planta, inclusive no floema, e podem ser redistribuidos dos tecidos mais velhos para
os tecidos mais jovens (EPSTEIN; BLOOM, 2006; LIMA et al., 2011; TAIZ; ZEIGER, 2013).
Entretanto, o Ca, S e Fe tendem a se concentrar em tecidos mais velhos, por causa da sua baixa
mobilidade no floema, e por fazerem parte na estrutura de varias moléculas (TAIZ; ZEIGER,
2013).

A redistribuicdo (mobilidade ou remobiliza¢do) dos nutrientes minerais ou fotossintatos
dos tecidos maduros para as areas em crescimento ou armazenamento é essencial para o ciclo
de vida do vegetal. A dinamica dos nutrientes nas plantas varia em funcdo da espécie, da idade
da planta, do estagio fenoldgico do 6rgdo, das condicdes edafoclimaticas, praticas de manejo
adotado, etc. Ao longo do ciclo de vida o contetudo de alguns nutrientes na parte aérea aumenta
enquanto a de outros diminuem, ocorrendo translocacdo de elementos de 6rgdos senescentes
para regides de crescimento das plantas, como tecidos jovens e estruturas reprodutivas
(EPSTEIN; BLOOM, 2006; LIMA et al., 2011). Por isso, a grande variacdo na concentracdo
de alguns nutrientes entre as ordens dos cladddios das variedades de palma forrageira.

A fibra bruta dos vegetais é constituida, principalmente, por celulose, hemicelulose e
lignina, componentes encontrados em altas concentragdes na parede celular dos vegetais
(MESSIAS et al., 2013). Por isso seu baixo valor nos tecidos jovens em comparacdo aos
totalmente maduros.

Os cladddios mais velhos dispdem de superficies assimiladoras de CO2 superiores aos
cladddios em desenvolvimento, e sdo responsaveis pela maior producdo de fotossintatos e
distribuicdo de nutrientes e dgua para os demais 6rgaos (QUEIROZ et al., 2015). O contetdo
de sodio e fasforo, provavelmente, tende a ser maior nesses cladodios tendo em vista serem
esses nutrientes importantes nos processos fotossintéticos das plantas CAM (Metabolismo do
Acido das Crassulaceas). O primeiro por atuar na recomposicio da fosfoenolpiruvato, e 0
segundo por participar no transporte e transducdo de energia quimica (ATP e NADPH)
(EPSTEIN; BLOOM, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2013). Mesmo o0 Na* sendo um elemento
essencial para a palma forrageira, 0 excesso desse ion € prejudicial ao seu crescimento e
desenvolvimento (CONY et al., 2006; YADAV et al., 2013). Assim, as plantas tendem a reter
esse ion em tecidos mais velhos, evitando a sua translocagéo para tecidos jovens, mais sensiveis
ao estresse salino (ALVES et al., 2008; 2015).
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O extrato etéreo ou gordura bruta é constituido, principalmente, por lipideos, acidos
organicos, alcool e pigmentos. O extrato ndo nitrogenado é constituido por amido e agucares.
Essas duas classes de nutrientes constituem as substancias de reserva de energia e carbono que
as plantas utilizam para realizar seus processos bioquimicos e fisiologicos. Além disso, tanto
os lipideos, quanto o amido, sdo transformados em sacarose que é transportada pelo floema
para os tecidos heterotropicos de dreno (tecidos em crescimento ou de armazenamento) (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

O actmulo de carboidratos e lipideos em tecidos maduros é uma adaptacdo da palma
forrageira para a sobrevivéncia em ambientes onde a disponibilidade de agua é fator limitante
ao crescimento e desenvolvimento vegetal. As plantas utilizam esses nutrientes como fonte de
energia para serem utilizados em periodos de estresse hidrico ou salino. Além disso, o acimulo
de carboidratos (sacarose, hexoses e alcoois polihidricos) atua como osmoprotetores durante
déficit hidrico, reduzindo os efeitos prejudiciais do estresse osmotico, ajudando na manutencao
do turgor, estabilizacdo de membranas celulares e protecdo contra a degradacdo celular
ocasionado por espécies reativas de oxigénio (EROs) (RODZIEWICZ et al., 2014).

Analisando-se 0 acimulo dos nutrientes entre as variedades de palma no segundo e
terceiro cladddio observa-se variacdo nos resultados quanto a ordem do cladddio analisado.
Quando o cladddio de segunda ordem foi analisado ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as variedades para MS, PT, EE, FB, ENN, MM, N e Mg. No entanto,
diferencas entre os genétipos foram observadas para P (2,24 a 4,56 g.kg™* MS), K (4,65 a 32,75
g.kg? MS), Ca (25,72 a 51,28 g.kg* MS), Na (1,50 a 2,90 g.kg* MS), S (36,67 a 1.315,59
mg.kg? MS), Fe (59,38 a 196,44 mg.kg* MS), Cu (13,18 a 33,15 mg.kg™* MS), Zn (19,19 a
68,52 mg.kg! MS) e Mn (102,50 a 704,57 mg.kg™* MS) (Tabela 4.9).

Quando o cladodio de terceira ordem foi estudado ndo se observa diferencas
significativas entre os gendtipos para PT, EE, FB, ENN, MM, N, P, Ca, Mg e Na. Entretanto,
diferengas expressivas entre os genétipos foram observadas para MS (5,97 a 7,57%), K (10,70
a 33,90 g.kg! MS), S (185,59 a 735,89 mg.kg* MS), Fe (71,99 a 208,21 mg.kg™* MS), Cu
(14,70 a 35,85 mg.kg? MS), Zn (22,09 a 57,33 mg.kg* MS) e Mn (139,47 a 540,45 mg.kg™*
MS) (Tabela 4.10).

Os resultados realcam diferencas no conteddo quimico e nutricional entre variedades e
ordem do cladddio analisado dentro de cada genotipo. Os conteddo dos nutrientes variaram MS
(5,60 a 7,57%), PT (5,03 2 9,13% MS), EE (0,78 a 1,99% MS), FB (6,03 a 14,43% MS), ENN
(30,48 a 79,33% MS), MM (7,62 a 13,05% MS), N (8,00 a 14,60 g.kg* MS), P (1,92 a 4,56
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g.kg?t MS), K (4,65 a 42,00 g.kg™ MS), Ca (21,46 a 62,75 g.kg™ MS), Mg (9,95 a 22,02 g.kg™
MS), Na (1,40 a 2,90 g.kg™ MS), S (36,67 a 1.315,59 mg.kg* MS), Fe (59,38 a 208,21 mg.kg"
1 MS), CU (9,01 a 39,65 mg.kg* MS), Zn (19,19 a 81,14 mg.kg™* MS) e Mn (102,50 a 704,57
mg.kg™ MS). Esses valores estdo de acordo com os relatados na literatura para palma forrageira,
com excecdo do S onde seu valor foi descrito para variar de 1.500 a 5.100 mg.kg! MS
(BATISTA et al., 2003; BENSADON et al., 2010; CHAHDOURA et al., 2015; DUBEUX-
JUNIOR et al., 2010; GUEVARA-FIGUEROA et al., 2010; SILVA et al., 2012).

Os componentes quimicos das plantas tém uma ampla variacdo, tanto na composicao
quanto no contedo, e variam entre espécies e dentro da mesma espécie. Os fatores que
contribuem para essa diferenca no género Opuntia e Nopalea sdo os fatores genéticos,
condi¢des ambientais de crescimento, solos, tratos culturais, periodo de coleta, estresses, idade
das plantas, ordem do cladddio analisado, tecidos analisados, forma de coleta do material,
temperatura de secagem do cladodio, métodos de extracdo e diferencas nas metodologias
utilizadas nas determinagdes (BARI et al., 2012; HERNANDEZ-URBIOLA et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2010; SANTOS-ZEA et al., 2011).

Os cladodios de palma forrageira apresentam uma alta qualidade em termos de suas
propriedades nutricionais e funcionais. Assim, os resultados deste trabalho podem ajudar em
futuros programas de melhoramento de palma para caracteristicas nutricionais e nutracéuticas.
Além disso, este estudo contribui significativamente como material de referéncia para
certificacdo da qualidade da forragem para animais; e alimentos e produtos de palma para
consumo humano. Pois, a adicdo de cladddios de palma como ingrediente para alimentos
funcionais, teria beneficios econémicos e na saude das populacdes residentes nas regides aridas
e semiaridas. Estudos adicionais precisam ser feitos para identificar e quantificar os compostos

quimicos presentes nas variedades em diversos periodos do ano.
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Tabela 4.2. Composi¢do quimica e bromatologica dos claddédios de segunda, terceira e quarta ordem da variedade de palma forrageira IPA-

Ordem do MS PT EE FB ENN MM N P K
cladddio % % MS g.kgt MS
Segundo 9395a 6,02b 1,79a 10,97 a 72,95a 8,27 a 9,63 b 3,09a 19,30 a
Terceiro 93,82a 6,81b 1,82a 9,84 a 71,09 a 10,44 a 10,87 b 2,8la 13,25a
Quarto 92,75a 8,35a 1,27 9,11a 68,59 a 12,69 a 13,35a 2,59 a 25,75a
Média 93,51 7,06 1,63 9,97 70,87 10,47 11,28 2,83 19,43
C.V (%) 0,88 11,88 11,63 22,69 5,19 14,91 12,01 7,09 30,79
Ordem do MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
cladddio % g.kgt MS mg.kg? MS
Segundo 9395a 29,69 a 13,80 a 2,90 a 73,00a 79,10 b 2154 b 52,65a 375,99 b
Terceiro 93,82a 33,12a 15,06 a 2,27 a 40191 a 71,99 b 28,99 a 46,86 a 540,45 a
Quarto 92,75 a 31,42 a 17,36 a 255a 277,32 a 170,84 a 18,33 b 27,38 b 231,49b
Média 93,51 31,41 15,41 2,57 250,74 107,31 22,95 42,29 382,64
C.V (%) 0,88 9,33 12,69 41,36 59,17 11,58 13,74 22,77 24,07

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fosforo, K potassio, Ca calcio, Mg

magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.3. Composi¢do quimica e bromatoldgica dos cladddios de segunda e terceira ordem da variedade de palma forrageira IPA-200016

Ordem do MS PT EE FB ENN MM N P K
cladddio % % MS g.kg? MS
Segundo 93,60 a 6,60 a 131a 9,54 a 72,97 a 9,57 a 12,05b 2,28a 535b
Terceiro 92,43 a 9,13 a 1,15a 7,85b 72,83 a 9,04 a 14,60 a 2,38a 15,00 a
Média 93,02 7,87 1,23 8,69 72,90 9,31 13,32 2,33 10,18
C.V (%) 1,02 16,84 28,14 8,24 1,88 11,07 7,84 24,94 30,66
Ordem do MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
cladédio % g.kg!* MS mg.kgt MS
Segundo 93,60 a 41,64 a 13,61a 1,50a 36,68 b 72,85a 30,24 b 19,19a 228,56 b
Terceiro 92,43 a 38,51 a 13,49 a 1,63a 423,53 a 139,64 a 35,85a 22,09 a 512,53 a
Média 93,02 40,07 13,55 1,57 230,10 106,25 33,04 20,64 370,55
C.V (%) 1,02 17,00 7,78 40,70 38,62 31,54 6,73 27,08 7,78
MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fosforo, K potéssio, Ca calcio, Mg

magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.4. Composi¢do quimica e bromatologica dos claddédios de segunda, terceira, quarta, quinta e sexta ordem da variedade de palma
forrageira IPA-200008

Ordem do MS PT EE FB ENN MM N P K
cladddio % % MS g.kg! MS
Segundo 93,80 a 7,72a 1,10a 14,43 a 68,90 a 7,86 ¢ 12,33 a 2,27a 14,20 d
Terceiro 94,03 a 6,84 a 1,00 a 10,76 a 69,99 a 11,40b 10,97 a 241a 33,90a
Quarto 93.8la 6,45 a 111a 11,46 a 69,82 a 11,15b 10,30 a 2,77 a 26,60 b
Quinto 93,79a 6,81 a 1,07 a 8,85a 71,22 a 12,04b 10,90 a 2,77 a 21,30¢
Sexto 93,54 a 7,82a 0,78 a 9,53a 68,83 a 13,05a 1250 a 2,78 a 12,00d
Média 93,80 7,13 1,01 11,00 69,75 11,10 11,40 2,60 21,60
C.V (%) 0,39 12,60 20,58 33,39 4,71 5,70 12,70 13,75 12,70
Ordem do MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
cladddio % g.kgt MS mg.kg? MS
Segundo 93,80a 40,43 c 9,95hb 2,90 a 1.31559 a 59,38 d 33,15b 34,70 c 102,50 e
Terceiro 94,03 a 51,20 b 17,47 a 2,73 a 399,93 ¢ 79,39¢ 14,70d 57,33b 139,47 d
Quarto 93.8la 61,51 a 18,65a 2,10a 219,48 ¢ 104,14 b 39,65 a 55,96 b 258,39 ¢
Quinto 93,79 a 60,24 a 20,04 a 1,70a 731,81 b 95,42 b 36,68 a 81,14a 297,78 b
Sexto 93,54 a 62,75 a 22,02a 2,70 a 1.247,46 a 197,99 a 22,66 ¢ 62,75 b 537,40 a
Média 93,80 a 55,23 17,63 2,43 782,85 107,26 29,37 58,38 267,11
C.V (%) 0,39 a 6,16 9,00 24,05 23,76 7,73 7,88 16,72 5,90

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fosforo, K potassio, Ca calcio, Mg
magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.5. Composi¢do quimica e bromatologica dos cladddios de segunda, terceira, quarta e quinta ordem da variedade de palma forrageira

IPA-100004
Ordem do MS PT EE FB ENN MM N P K
cladddio % % MS g.kg! MS
Segundo 94,08 a 6,47 a 1,46 a 12,43 a 71,69 a 7,96 a 10,37 a 3,16 a 10,65 ¢
Terceiro 93,86a 6,49 a 151a 7,85h 74,26 a 9,88 a 10,40 a 2,73 a 20,05b
Quarto 93,73a 6,79 a 1,23a 6,90 b 74,90 a 10,19 a 10,87 a 192a 17,95b
Quinto 93,03a 6,96 a 1,11a 6,62 b 74,58 a 10,72 a 11,17 a 2,30 a 42,00 a
Média 93,67 6,68 1,33 8,45 73,86 9,69 10,70 2,53 22,66
C.V (%) 0,84 27,01 18,23 14,02 2,16 11,74 26,99 34,62 17,98
Ordem do MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
cladddio % g.kgt MS mg.kg? MS
Segundo 94,08 a 31,38a 12,51 b 1,73 a 279,45 b 66,25 b 13,18 b 25,56 a 356,28 a
Terceiro 93,86 a 46,62 a 15,77 b 1,60 a 510,48 a 98,36 b 35,56 a 33,56a 377,29 a
Quarto 93,73 a 49,74 a 17,99 a 2,07 a 54,92 ¢ 134,34 a 17,93 b 37,87 a 381,48 a
Quinto 93,03a 44,65 a 19,94 a 2,27 a 91,23 ¢ 168,77 a 2851a 31,98 a 359,87 a
Média 93,67 43,10 16,55 1,92 234,02 116,93 23,80 32,24 368,73
C.V (%) 0,84 31,15 10,86 26,35 31,74 24,39 217,67 31,09 18,26

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fosforo, K potassio, Ca calcio, Mg

magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.6. Composi¢do quimica e bromatoldgica dos cladddios de segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e sétima ordem da variedade de palma

forrageira IPA-200021

Ordem do MS PT EE FB ENN MM N p K

cladddio % % MS g.kg! MS

Segundo 9345a 6,29 a 1,64 a 13,71a 69,21 a 9,16 a 10,07 a 4,56 a 32,75a

Terceiro 92,76 a 5,88 a 133a 10,21 a 73,02a 9,56 a 11,20 a 2,88a 22,10a
Quarto 94,40 a 6,64 a 1,82a 9,22 a 71,84a 10,49 a 10,60 a 4,04 a 20,55a
Quinto 94,15a 6,51 a 159a 7,99 a 7391a 10,02 a 10,40 a 271a 18,60 a
Sexto 93,82 a 7,40 a 1,99a 751a 50,01 b 11,93 a 11,85a 255a 24,70 a
Sétimo 93,62 a 8,14 a 1,33a 6,40 a 30,48 ¢ 10,93a 13,00 a 2,67 a 18,70 a
Média 93,70 6,81 1,62 9,17 61,41 10,35 11,19 3,24 22,90

C.V (%) 0,86 18,05 15,17 33,52 16,11 13,29 13,58 35,87 38,23

Ordem do MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn

cladddio % g.kg! MS mg.kg? MS

Segundo 9345a 51,28 a 14,75 a 190 a 73,68 d 169,02 a 26,93 a 26,64 a 128,62 b

Terceiro 92,76 a 21,46 b 13,28 a 1,67 a 246,49d 201,61a 29,82 a 29,25a 212,76 b
Quarto 94,40 a 38,36a 14,35 a 150a 542,86 ¢ 200,14 a 24,75a 36,39 a 281,58 b
Quinto 94,15a 4252 a 15,88 a 2,65a 893,40 b 113,81 b 2501a 32,43 a 313,07 b
Sexto 93,82a 45,57 a 14,81 a 2,40 a 1.298,10 a 122,65 b 27,95a 34,36 a 618,17 a
Sétimo 93,62a 44,22 a 14,74 a 2,00 a 1.246,37 a 100,40 b 15,38 a 32,58a 378,75 b
Média 93,70 40,57 14,64 2,02 716,82 151,27 24,97 31,94 322,16

C.V (%) 0,86 17,26 11,85 30,63 27,70 27,66 32,65 19,81 36,34

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fésforo, K potéssio, Ca célcio, Mg

magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.7. Composi¢do quimica e bromatologica dos cladddios de segunda e terceira ordem da variedade de palma forrageira IPA-200205

Ordem do MS PT EE FB ENN MM N P K
cladddio % % MS g.kg? MS
Segundo 93,72 a 6,09 a 1,09a 7,15a 78,05 a 7,62 a 9,73a 2,24 a 4,65b
Terceiro 92,49 b 6,07 a 1,20 a 7,59a 76,70 a 8,44 a 9,70 a 2,05a 33,65a
Média 93,11 6,08 1,15 7,37 77,38 8.03 9,72 2,15 19,15
C.V (%) 0,49 21,28 22,65 22,05 4,93 18,09 21,27 20,81 30,58
Ordem do MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
cladédio % g.kg!* MS mg.kgt MS
Segundo 93,72 a 29,70 a 13,55a 2,05a 36,68 b 196,44 a 19,87b 40,31 a 704,57 a
Terceiro 92,49 b 32,58 a 17,22 a 1,50a 185,59 a 208,21 a 31,98 a 34,22 a 205,19 b
Média 93,11 31,14 15,39 1,78 111,14 202,32 25,92 37,27 454,88
41,64 41,02 44,01 11,44 44,94 6,94

C.V (%) 0,49 37,62 12,53

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fosforo, K potéssio, Ca calcio, Mg

magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.8. Composi¢do quimica e bromatologica dos cladddios de segunda, terceira e quarta ordem da variedade de palma forrageira IPA-

200149
Ordem do MS PT EE FB ENN MM N P K
cladddio % % MS g.kg! MS
Segundo 93,02 a 7,03 a 161a 8,37a 74,38 Db 8,60 a 11,27a 2,69a 7,35¢
Terceiro 92,70 a 6,98 a 1,20b 7,29b 74,34 b 10,19 a 11,20 a 2,63a 10,70 b
Quarto 93,19a 5,03 a 1,04b 6,03 ¢ 79,33 a 8,57 a 8,00 a 2,36 a 24,10 a
Média 92,97 6,35 1,28 7,23 76,02 9,12 10,16 2,56 14,05
C.V (%) 0,83 22,23 17,60 6,03 1,44 12,85 22,33 20,69 11,41
Ordem do MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
cladddio % g.kgt MS mg.kg? MS
Segundo 93,02a 25,72 a 15,19 a 2,10a 490,75 b 120,47 a 27,02 a 68,52 a 323,54 a
Terceiro 92,70 a 30,93 a 14,73 a 140a 735,89 a 89,07 c 33,59 a 52,41 a 501,50 a
Quarto 93,19a 28,01a 12,45a 1,90a 957,49 a 105,27 a 9,01b 39,27 a 523,98 a
Média 92,97 28,22 14,13 1,80 728,04 104,94 23,21 53,40 449,67
C.V (%) 0,83 24,40 16,26 25,66 17,82 0,32 37,54 25,37 33,95

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fosforo, K potassio, Ca calcio, Mg

magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.9. Composic¢ao quimica e bromatoldgica dos cladodios secundarios de variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea

Variedades MS PT EE FB ENN MM N P K
% % MS g.kg* MS
IPA-100003 93,95a 6,02 a 1,79a 10,98 a 72,95a 8,27 a 9,63 a 3,09b 19,30 b
IPA-200016 93,60 a 6,60 a 131a 9,54 a 72,97 a 9,57 a 12,05 a 2,28b 535¢
IPA-200008 93,80a 7,72 a 1,10a 14,43 a 68,90 a 7,86 a 12,33 a 2,27b 14,20 ¢
IPA-100004 94,08 a 6,47 a 1,46 a 12,43 a 71,69 a 7,96 a 10,37 a 3,16 b 10.65 ¢
IPA-200021 93/45a 6,29 a 1,64 a 13,71 a 69,21a 9,16 a 10,07 a 4,56 a 32,75a
IPA-200205 93,72a 6,09 a 1,08 a 7,15a 78,05a 7,62 a 9,73 a 2,24b 4,65c
IPA-200149 93,02a 7,03 a 161a 8,37 a 74,38 a 8,60 a 11,27 a 2,68b 7,35¢
Média 93,66 6,60 1,43 10,94 72,59 8,43 10,78 2,90 13,46
C.V (%) 0,31 23,11 19,86 32,85 6,21 12,37 21,94 23,55 35,71
MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
% g.kg!* MS mg.kg? MS
IPA-100003 93,95a 29,69 b 13,80 a 2,90 a 72,99 ¢ 79,10 b 21,54 b 52,65 a 375,99 b
IPA-200016 93,60 a 41,64 a 13,61a 1,50b 36,67 c 72,85b 30,24 a 19,19b 228,56 ¢
IPA-200008 93,80a 40,43 a 9,95 a 2,90 a 1315,59 a 59,38 b 33,15a 34,70 b 102,50 ¢
IPA-100004 94,08 a 31,38b 12,51 a 1,73b 279,45 Db 66,25 b 13,18 b 2556 b 356,28 b
IPA-200021 9345a 51,28 a 14,75 a 1,90b 73,68 ¢ 169,02 a 26,93 a 26,64 b 128,62 ¢
IPA-200205 93,72a 29,70 b 13,55 a 2,05b 36,68 C 196,44 a 19,87b 40,31 b 704,57 a
IPA-200149 93,02 a 25,72 b 15,19 a 2,10b 490,75 b 120,47 b 27,02a 68,52 a 323,54 b
Média 93,66 35,69 13,34 2,15 329,40 109,07 24,56 38,23 317,15
C.V (%) 0,31 24,76 12,97 24,43 49,28 35,77 24,87 38,29 24,45

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fésforo, K potéssio, Ca célcio, Mg
magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 4.10. Composicdo quimica e bromatoldgica dos cladddios terciarios de variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea

Variedades MS PT EE FB ENN MM N P K
% % MS g.kg! MS
IPA-100003 93,82a 6,81 a 1,82 a 9,84 a 71,09 a 10,44 a 10,87 a 2,81a 13,25b
IPA-200016 92,43 b 9,13 a 1,15a 7,85a 72,83 a 9,05a 14,60 a 2,38 a 15,00 b
IPA-200008 94,03 a 6,84 a 1,00 a 10,76 a 69,99 a 11,40 a 10,97 a 2,41 a 3390a
IPA-100004 93,86 a 6,49 a 151a 7,85a 74,26 a 9,88 a 10,40 a 2,73 a 20,05 b
IPA-200021 92,76 b 5,88 a 1,33a 10,21 a 73,02 a 9,56 a 11,20 a 2,88 a 22,10b
IPA-200205 92,49 b 6,07 a 1,20 a 7,59 a 76,70 a 8,44 a 9,70 a 2,05a 33,65a
IPA-200149 92,70 b 6,98 a 1,20 a 7,29 a 74,34 a 10,19 a 11,20 a 2,63 a 10,70 b
Média 93,16 6,89 1,32 8,77 73,18 9,85 11,28 2,56 21,24
C.V (%) 0,88 19,42 23,32 26,21 4,21 12,36 16,52 28,05 34,97
MS Ca Mg Na S Fe Cu Zn Mn
% g.kg!* MS mg.kg? MS
IPA-100003 93,82a 33,12a 15,06 a 2,27 a 40191 ¢c 71,99 b 28,99 a 46,86 a 540,45 a
IPA-200016 92,43 b 38,51a 13,49 a 1,63a 423,53 ¢ 139,64 b 35,85a 22,09 b 512,53 a
IPA-200008 94,03 a 51,20 a 17,47 a 2,73 a 399,93 ¢ 79,39 b 14,70 b 57,33 a 139,47 b
IPA-100004 93,86 a 46,62 a 15,77 a 1,60 a 510,48 b 98,36 b 35,56 a 33,32b 377,29 a
IPA-200021 92,76 b 21,46 a 13,27 a 1,67a 246,49d 201,61 a 29.82a 29,25 b 212,76 b
IPA-200205 92,49 b 32,58 a 17,21 a 1,50 a 185,59 d 208,21 a 31,98a 34,22 b 205,19 b
IPA-200149 92,70 b 30,93a 14,73 a 1,40 a 735,89 a 89,07 b 3359a 52,40 a 501,50 a
Média 93,16 36,35 15,29 1,83 414,83 126,90 30,07 39,39 355,60
C.V (%) 0,88 25,52 15,39 44,98 27,09 30,77 18,11 27,94 23,50

MS matéria seca, PT proteina total, EE extrato etéreo, FB fibra bruta, ENN extrato ndo nitrogenado, MM matéria mineral, N nitrogénio, P fésforo, K potéssio, Ca célcio, Mg
magnésio, Na sodio, S enxofre, Fe ferro, Cu cobre, Zn zinco, Mn manganés
*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
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4.4 Conclusdes

As variedades de palma forrageira IPA-100003, IPA-200016, IPA-200008, IPA-
100004, IPA-200021, IPA-200205 e IPA-200149 apresentam variabilidade genética no
contetido quimico e nutricional, tanto entre genotipos quanto na ordem dos cladddios dentro do
genotipo.

Os contetidos de proteinas e de nutrientes (nitrogénio, potassio, calcio, magnésio,
enxofre, ferro, cobre, zinco e manganés) tendem a ser maiores nos cladodios mais jovens, em
fase de desenvolvimento. O teor de extrato etéreo, extrato ndo nitrogenado, fibra bruta, fosforo

e sédio tendem a ser maiores nos cladédios maduros.
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antioxidante em cladddios de palma dos géneros Opuntia e Nopalea
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Variabilidade sazonal dos compostos fendlicos e atividade antioxidante em
cladddios de palma dos géneros Opuntia e Nopalea

Resumo — A palma (Opuntia spp.) € uma cacticea conhecida por apresentar compostos
bioativos que atuam como antioxidantes naturais. Ademais, a palma é uma planta muito
utilizada na regido semiarida por ser considerada uma forrageira de grande importancia para a
alimentacdo animal, notadamente na estacao seca. Os objetivos do estudo foram caracterizar as
principais classes de fitoquimicos, determinar o conteido de fendis, flavonoides e antocianinas
e avaliar o potencial antioxidante de variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea cultivadas na regido semiarida do Brasil em dois periodos de coleta (seco e chuvoso).
No estudo foram utilizados extratos etandlicos brutos de cladodios das variedades (IPA-
100003, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200008, IPA-200149 e IPA-200016).
Quanto a classe de compostos fitoquimico do extrato etandlico, apenas os flavonoides e
esteroides foram detectados em todas as variedades de palma, nos dois periodos analisados. O
teor de compostos fenolicos variou de 1,24 a 5,41 mg GAE g* MS, os flavonoides 0,90 a 3,43
mg QE g MS, as antocianinas 0,05 a 0,34 pg QE 100 g* MS e atividade antioxidante 39,59 a
217,17 uM TEAC g MS. Observou-se a ocorréncia de variabilidade quimica e atividade
antioxidante, tanto entre as variedades botanicas estudadas quanto entre os periodos de coleta.
Os cladaddios de palma possuem quantidade razoavel de compostos fenélicos que podem indicar

seu potencial como antioxidantes naturais.

Termos para indexacdo: ABTS"", analise de alimento, compostos fenélicos, flavonoides,

forrageira, semiarido
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Seasonal variability of chemical profile and antioxidant potential in cladodes of cactus
pear genera Opuntia and Nopalea

Abstract — The cactus pear (Opuntia spp.) is a cactaceous known to have bioactive compounds
that act as natural antioxidants. Moreover, the cactus pear is a plant widely used in semiarid
region by be considered a forage of great importance for animal feed, especially in the dry
season. The aim of study was characterize chemical profile, determine content of phenols,
flavonoids and anthocyanins, well as evaluating the antioxidant potential of varieties of cactus
pear genera Opuntia and Nopalea cultivated in Semiarid region of Brazil in dry and rainy
season. In study were used extract crude ethanol of cladodes of varieties (IPA-100003, IPA-
100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200008, IPA-200149 e IPA-200016). As for the
phytochemical profile of ethanolic extract, only flavonoids and steroids were detected in all
varieties of cactus pear in both periods analyzed. The phenolic compounds ranged 1.24 to 5.41
mg GAE g DW, flavonoids 0.90 to 3.43 mg QE g DW, anthocyanins 0.05 to 0.34 pg QE 100
gl DW and antioxidant activity 39.59 to 217.17 uM TEAC g DW. Observed the occurrence
of chemical variability and antioxidant, both among botanical varieties studied how much
between collection periods. The cladodes of cactus pear have reasonable amount of phenolic
compounds that can indicate their potential as natural antioxidants.

Index terms: ABTS™", analysis of food, phenolic compounds, flavonoids, forage, semiarid
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5.1 Introducéo

A palma dos géneros Opuntia e Nopalea é amplamente cultivada na regido Semiérida
do nordeste do Brasil, principalmente nos estados de Pernambuco, Alagoas, Paraiba, Sergipe,
Bahia e Ceara, como base de sustentacdo alimentar dos ruminantes, notadamente na estacéo
seca. Estima-se que a area cultivada no Brasil alcanca cerca de 550.000 ha. Essa regido é
caracterizada por apresentar alto indice de evaporacdo anual, superior a 2000 mm, e média
anual de chuvas inferior a 750 mm, concentrada em um unico periodo de 3 a 5 meses, além
disso, alguns anos a estiagem é prolongada, resultando no fendmeno das secas (ARAUJO et al.,
2005).

A palma é uma cactacea adaptada as condic¢des de déficit hidrico, pois tem mecanismos
morfofisioldgicos que absorvem aguas de pequenas precipitacdes e que reduzem a perda de
agua pela transpiracdo. Assim, em virtude dessas caracteristicas, se adapta as regides aridas e
semiéridas, onde a 4gua é um fator limitante a producéo agropecuaria (OLIVEIRA et al., 2010).

Nos ultimos anos aumentou-se o interesse dos estudos dos quimicos associados com 0s
cladodios de palma, nesse sentido, pesquisas tém focado na capacidade antioxidante dos
extratos aquosos atribuida principalmente aos fendis e flavonoides (SANTOS-ZEA et al.,
2011).

Por apresentar uma grande diversidade genética nos géneros Opuntia e Nopalea, com
cerca de 300 espécies (MONDRAGON-JACOBO; PEREZ-GONZALEZ, 2001), existe a
necessidade de se caracterizar as variedades cultivadas no Brasil a fim de se obter informacdes
nutricionais e propriedades bioativas. Assim, os objetivos do estudo foram caracterizar as
principais classes de fitoquimicos, determinar o conteido de fendis, flavonoides e antocianinas
e avaliar o potencial antioxidante de variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e

Nopalea cultivadas na regido semiarida do Brasil em dois periodos de coleta (seco e chuvoso).

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Material vegetal
Na pesquisa foram utilizados cladodios das variedades de palma forrageira, com trés
anos de idade, coletadas na estacdo experimental do Instituto Agrondémico de Pernambuco
(IPA), localizado no municipio de Arcoverde, Estado de Pernambuco, Brasil. Os materiais
utilizados estéo listados na Tabela 5.1.
Os cladddios secundarios e terciarios de cada variedade foram coletados de seis plantas,

as 8:00 horas da manha no dia 19 de fevereiro de 2013 (periodo seco) e no dia 10 de maio de
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2013 (periodo chuvoso). Apos a coleta, o material foi limpo, cortado em pequenos pedagos (2
a 3 cm de comprimento) e secos em estufa de circulacéo forcada de ar a 55 °C, onde permaneceu
por 72 horas, até peso constante. O material seco foi triturado em moinho tipo Willey® e

acondicionados em potes plasticos vedados.

Tabela 5.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, utilizadas no
estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil

N° Variedades Espécie Nome vulgar

1 IPA-100003 Opuntia ficus indica IPA-20

2 IPA-200016 Opuntia stricta Orelha de Elefante Mexicana
3 IPA-200008 Opuntia atropes F-08

4 IPA-100004 Nopalea cochenillifera Midda

5 IPA-200021 Nopalea cochenillifera F-21

6 IPA-200205 Nopalea cochenillifera IPA-Sertania

7 IPA-200149 Opuntia larreri -

5.2.2 Extracdo etandlica

A extracdo do material triturado (10 g) foi realizada com etanol 95% a temperatura
ambiente, cobrindo-se toda a amostra com o solvente. As amostras ficaram em contato com o
solvente durante oito dias, sendo agitados, diariamente, renovando-se o solvente extrator a cada
dois dias. Apos esse periodo, os extratos foram filtrados e concentrados utilizando um
evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 40 °C, obtendo-se os extratos de etanol bruto, e
mantidos em frascos de vidro hermeticamente fechados em temperatura ambiente (22 °C) até
sua utilizacdo (VIZCAINO et al., 2007).

5.2.3 Prospeccdo quimica

Um miligrama de cada amostra (extrato etandlico bruto) foi utilizado para a
identificacdo das principais classes de compostos quimicos, empregando-se 0s protocolos
descritos por Matos (2009) e Desoti et al. (2011). A intensidade da cor e/ou o aparecimento de
um precipitado na realizacdo das reacdes quimicas foram interpretados como respostas aos
ensaios.

Os alcaloides foram detectados pelo método de precipitacdo, usando-se os reativos de
Bouchardat (A), Mayer (B), Dragendorf (C) e Bertrand ou &cido silico-tangstico (D). Os
esteroides foram detectados pela reacdo de Liebermann-Burchard. Os taninos pelos métodos

de precipitacdo com sais de ferro e gelatina. Os flavonoides detectados pelas reac6es de Shinoda
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e Taubouk. As saponinas pela agitacdo do extrato aquoso com formagao de espuma persistente
(DESOTl et al., 2011).

5.2.4 Determinacdo do contetudo de fendlicos totais

O contetdo de fendlicos totais foi determinado nos extratos etandlicos brutos, em
triplicata, pelo método espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocateau (GULCIN
et al., 2004), com modificacBes nas dosagens. Inicialmente, uma aliquota de 300 pL do extrato
(5 mg mL* em etanol) foi transferida para tubos de ensaio, os quais foram adicionados 60 pL
do reagente Folin-Ciocalteau juntamente com uma aliquota de 2.460 pL de agua destilada e
agitada por 60 segundos. Em seguida foi adicionado 180 pL da solugdo de Na.COsz a 15% e
agitada novamente por mais 30 segundos, resultando numa solucdo final de 0,5 mg mL™. A
mistura reacional foi deixada em repouso por 30 minutos, a temperatura de 45 °C, na auséncia
da luz. A leitura da absorbancia a 760 nm foi registrada empregando-se um espectrofotdmetro
UV-vis da Shimadzu®, modelo UV-2550. Uma curva padrdo com acido galico (1 a 15 pg mL-
1) foi obtida nas mesmas condicdes. Os resultados foram expressos em mg de GAE (equivalente

de acido galico) por grama de massa seca (mg GAE g MS).

5.25 Determinagéo do conteudo de flavonoides totais

O contetdo de flavonoides totais foi determinado nos extratos etanolicos brutos, em
triplicata, pelo método descrito por Pereira et al. (2009), com modificacGes nas dosagens.
Inicialmente, uma aliquota de 5 mL do extrato (2 mg mL™ em metanol) foi transferida para
balGes volumétricos de 10 mL, os quais foram adicionados 0,5 mL de solucdo metandlica de
cloreto de aluminio a 2% (m v!) e o volume completado com solugdo metandlica de 4cido
acético a 5% (v v1), onde permaneceram por 30 minutos & temperatura ambiente, na auséncia
da luz. A leitura da absorbancia a 425 nm foi registrada empregando-se um espectrofotometro
UV-vis da Femto®, modelo 700 plus. Uma curva padrdo com quercetina (1 a 200 ug mL™?) foi
obtida nas mesmas condigdes. Os resultados foram expressos em mg de QE (equivalente de

quercetina) por grama de massa seca (mg QE g MS).

5.2.6 Determinacgdo do conteudo de antocianinas totais
O contetdo de antocianinas totais foi determinado nos extratos etanolicos brutos, em
triplicata, pelo método descrito por Lemos (2008), com modificagdes nas dosagens. Foram

homogeneizados em um erlemeyer de 50 mL revestidos com papel aluminio 0,5 g de amostra
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(extrato bruto) em 20 mL da solucéo extratora (etanol 95% em HCI 1,5 mol.L?) (85:15, v.v1)
e estocados por 18 horas a 4 °C. As amostras foram coletadas e completadas com a solugéo
extratora para balGes volumétricos de 25 mL, revestidos com papel aluminio. A leitura da
absorbancia a 535 nm foi registrada empregando-se um espectrofotdmetro UV-vis da Femto®,
modelo 700 plus. Os resultados foram expressos em pg de (QE) (equivalente quercetina) por
100 gramas de massa seca (ug QE. 100 gt MS).

Para quantificar as antocianinas totais, utilizou-se da seguinte formula:

Antocianinas totais (ug de QE g) = 4535.Fd.10/E
Onde: A535 = absorbéncia a 535nm;
E =765 (coeficiente de extingdo molar para quercetina 1%) a 535 nm;

Fd = fator de diluicéo.

5.2.7 Determinagao da atividade antioxidante total

A capacidade de sequestrar o radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbezotiazolina-6-acido
sulfénico ABTS™") foi determinada segundo método descrito por Rufino et al. (2007). O radical
ABTS™ foi gerado a partir da reagdo da solucéo aquosa de ABTS (7 mmol.L™) com persulfato
de potassio (140 mmol.L™?). A solucio foi mantida ao abrigo da luz, em temperatura ambiente
por 16 horas. Em seguida a solug&o foi diluida em etanol até obter absorbéancia de 0,70 £0,05
nm, em comprimento de onda a 734 nm. As concentragdes de 200, 300 e 400 mg L* dos extratos
etandlicos foram adicionados a solucdo de ABTS™", e a absorbancia registrada, apés 6 minutos,
em espectrofotdmetro UV-vis da Femto®, modelo 700 plus. A capacidade antioxidante da
amostra foi calculada em relacdo a atividade do antioxidante Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-4cido carboxilico), nas mesmas condicdes, e 0s resultados expressos em

capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol.L* TEAC g MS).

5.2.8 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, com sete tratamentos,
representados pelas variedades, com trés repeticdes. As parcelas experimentais foram
constituidas por duas plantas. As analises foram realizadas em triplicata, e os resultados foram
expressos em média * desvio padrdo. Apos analise de variancia dos dados, as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa
Assistat 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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5.3 Resultados e Discusséo

5.3.1 Prospec¢ao quimica

Os resultados obtidos na triagem fitoquimica de extrato etanolico bruto de variedades
de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, no periodo seco e chuvoso encontram-se
na Tabela 5.2. Dos testes realizados para a identificagdo das principais classes (alcaloides,
esteroides, taninos, flavonoides e saponinas) presentes nos cladddios da palma, foi detectada a
presenca de flavonoides e esteroides em todas as variedades nos dois periodos estudados (seco
e chuvoso). A presenca de tanino foi detectada na variedade IPA-200149 no periodo seco, e nas
variedades IPA-100003, IPA-200016, IPA-200205 no periodo chuvoso.

Tabela 5.2. Perfil fitoquimico de extrato etandlico bruto de variedades de palma forrageira, dos
géneros Opuntia e Nopalea, nos periodos seco e chuvoso

Alcaloides . Taninos Flavonoides Saponinas
—— Esteroides Fita
Variedades A B C D (Liebermann-  Gelatina FeCls magnésio Fluorescéncia Espuma
Burchard) 0,5% 2% (Shinoda) (Taubouk)
Periodo Seco
IPA-100003 - - - - + - - + ++ -
IPA-200016 - - - - + - - + ++ -
IPA-200008 - - - - + - - ++ ++ -
IPA-100004 - - - - + - - + + -
IPA-200021 - - - - + - - + ++ -
IPA-200205 - - - - + - - + ++ -
IPA-200149 - - - - + + + ++ +++ -
Periodo Chuvoso
IPA-100003 - - - - + - + +++ +++ -
IPA-200016 - - - - + + + +++ +++ -
IPA-200008 - - - - + - - +++ +++ -
IPA-100004 - - - - + - - +++ +++ -
IPA-200021 - - - - + - - +++ +++ -
IPA-200205 - - - - + - + +++ +++ -
IPA-200149 - - - - + - - ++ ++ -
Legenda: (A) Bouchardat, (B) Mayer, (C) Dragendorf, (D) Bertrand ou 4cido silico-tlngstico;
“+++” (intensidade alta), “++” (intensidade média), “+” (intensidade baixa), “-* (reagdo negativa)

A presenca de flavonoides e esterdis em cladddios de palma forrageira (Opuntia ficus
indica) foi citada por Bras (2011) e Soares (2012), a presenca de taninos nos cladédios de palma
foi relatada por Mendez et al. (2012) estudando Opuntia ficus indica, e por Bari et al. (2012),
pesquisando Opuntia monacantha, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Os resultados da triagem fitoquimica de variedades de palma para os flavonoides e
taninos possivelmente indicam haver diferenca entre as variedades e periodos de coleta, ja que
a intensidade das respostas das amostras foi diferente, comparando-as aos seus referidos
brancos (reagentes com auséncia dos extratos), além disso, dependendo do periodo de coleta a

classe de fitoquimico foi detectada ou ndo (Tabela 5.2). A resposta aos flavonoides, para os
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dois métodos de investigacdo Shinoda (fita-magnésio) e Taubouk (fluorescéncia), foi mais
intensa no periodo chuvoso para todas as variedades, com exce¢do do IPA-200149, cuja
variedade se destacou no periodo seco quando se utilizou o segundo método (Taubouk).

Os estresses abidticos (seca, salinidade, calor, radiacdo ultravioleta) sdo os principais
fatores ambientais que afetam negativamente o crescimento e desenvolvimento das plantas das
regides semiaridas de todo o mundo (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). Ademais,
0s estresses bioticos (ataque por fungos, bactérias, virus, nematddeos, acaros, animais) também
podem provocar reducdo do crescimento e desenvolvimento das plantas nessas regides. Assim,
para sobreviverem as plantas dessas regides desenvolveram estruturas, baseadas em
caracteristicas anatdbmicas e/ou quimicas relacionadas a compostos biologicamente ativos de
massa molecular variada (SOARES; MACHADO, 2007).

As defesas quimicas (compostos fendlicos, terpenos e compostos nitrogenados) além de
atuarem como substancias toxicas e repelentes alimentares aos patdgenos, estdo relacionadas
ao ajustamento osmatico e protecdo contra as espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como
por estabilizar proteinas e membranas celulares nas plantas expostas aos estresses abioticos e
biéticos (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; RODZIEWICZ et al., 2014).

5.3.2 Determinag&o do teor de fenolicos e flavonoides totais

Os resultados do conteudo de compostos fendlicos e flavonoides totais das variedades
de palma encontram-se na Figura 5.1. O conteldo de compostos fendlicos totais nos cladddios
de palma variou significantemente entre as variedades e entre os periodos de coleta do material.
Os valores variaram de 1,24 mg GAE g MS (IPA-200205) a 2,85 mg GAE g* MS (IPA-
100003) (periodo seco); e 1,99 mg GAE g MS (IPA-200205) a 5,41 mg GAE g MS (IPA-
200021) (periodo chuvoso) (Figura 5.1).
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Figura5.1. Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais das variedades de palma. (a) periodo seco; (b) periodo
chuvoso. (V1) IPA-100003 (O. ficus indica), (V2) IPA-200016 (O. stricta), (V3) IPA-200008 (O.
atropes), (V4) IPA-100004 (N. cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-
200205 (N. cochenillifera) e (V7) IPA-200149 (O. larreri). *As médias seguidas pela mesma letra nas
colunas pretas ou cinzas ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. As barras representam a média (n=3) tdesvio padrdo

Os valores encontrados neste trabalho para os fendlicos totais estdo acima dos relatados
por Santos-Zea et al. (2011) e Corral-Aguayo et al. (2008) estudando dez variedades de palma
(Opuntia spp.) cultivadas no México, valores esses que variaram de 0,14 a 0,91 mg GAE g
MS. No entanto, Guevara-Figueroa et al. (2010) e Bensaddn et al. (2010) pesquisando
variedades de palma comerciais e selvagens cultivadas no México relataram a variacao de 2,00
a 37,10 mg GAE g MS no contetido de fendlicos totais.

No periodo chuvoso o contetdo de compostos fendlicos entre as variedades (Figura 5.1)
foi superior aos valores do periodo seco, variando de 44% (IPA-100004) a 157% (IPA-200008).
A variacdo de compostos quimicos (carboidratos) entre o periodo de coleta ou estacdo do ano
(seca e chuvosa) no género Opuntia foi relatada por Ribeiro et al. (2010) estudando quatro
variedades (gigante, redonda, copena F1 e clone 20) cultivadas na regido nordeste do Brasil. Os
autores relataram que o contetdo de carboidratos totais é superior no periodo seco.

Assim como os compostos fenolicos, o contetdo de flavonoides totais nos cladddios de
palma variou (p<0,05) entre variedades e entre periodos de coleta do material. Os valores
variaram de 1,53 mg QE g MS (IPA-200205) a 3,02 mg QE g MS (IPA-100003) (periodo
seco); e 0,90 mg QE g* MS (IPA-200016) a 3,43 mg QE g* MS (IPA-200008) (periodo
chuvoso) (Figura 5.1).

Os valores encontrados no presente trabalho para os flavonoides totais estdo de acordo
com os relatados por Guevara-Figueroa et al. (2010) estudando variedades de palma (Opuntia

133



spp.) (2,00 29,80 mg QE gt MS) e Bari et al. (2012) pesquisando O. monacantha (4,44 mg QE
gl MS).

Ao contrario do conteddo de compostos fendlicos o conteddo de flavonoides entre as
variedades foi superior no periodo seco, com excecdo do IPA-200008 e IPA-100004 que
obtiveram valores superiores no periodo chuvoso. Essa variagdo foi de 7,5% (IPA-100004) a
51,4% (IPA-200149) (Figura 5.1).

Os fendis totais e os flavonoides nas plantas tém uma ampla varia¢do, tanto na
composicao quanto no conteudo, e variam entre espécies e dentro da mesma espécie. Os fatores
que contribuem para essa diferenca no género Opuntia sdo os fatores genéticos, condi¢bes
ambientais de crescimento, solos, periodo de coleta, estresses, idade das plantas, ordem do
cladodio analisado, tecidos analisados, temperatura de secagem do cladodio, métodos de
extracdo e diferencas nas metodologias utilizadas nas determinacGes (BARI et al., 2012;
SANTOS-ZEA et al., 2011).

As diferencas significativas entre as variedades, ja era esperado, tendo em vista que se
trata de materiais vegetais que possuem caracteristicas fenotipicas divergentes. Essa situacao é
uma indicacdo favoravel para o estudo da divergéncia genética. A diferenca observada entre os
periodos de coleta (seco e chuvoso) para os flavonoides e compostos fendlicos foi relatada por
Sanchez-Rodriguez et al. (2011 e 2012) estudando a influéncia do estresse hidrico no perfil de
fendlicos. Os autores relataram diferencas entre o teor e a composi¢do de compostos fendlicos,
flavonoides e seus glicosideos entre variedades de tomate, dependendo da disponibilidade de
agua a que as mesmas foram submetidas, alguns genétipos apresentam o teor e composicéo de
compostos fenolicos, flavonoides e seus glicosideos superiores sob irrigacdo, noutros os teores
eram maiores em condi¢cdes de estresse hidrico. No geral, esses autores relatam que 0s
compostos fendlicos totais nas variedades sdo superiores sob regime de irrigacdo, enquanto 0s
flavonoides totais mostraram-se superiores sob déficit hidrico, corroborando com os resultados
encontrados nesse trabalho.

Os flavonoides sdo comumente classificados por Sdnchez-Rodriguez et al. (2012) como
“compostos ambientais” por serem produzidos em resposta as condi¢cdes ambientais (luz
ultravioleta, déficit hidrico, estresse salino, baixas temperaturas, déficit de nutrientes (N, K, P,
S, Mg e Fe), niveis de CO- elevados). Tavarini et al. (2011) relataram que o estresse hidrico
induz a uma maior biossintese dos compostos fenolicos em frutos de péssego. Entretanto, a
disponibilidade de agua aumenta os compostos fendlicos em variedades de tomate
(BARBAGALLO et al., 2008) e cevada (BANDURSKA et al., 2012). Os mecanismos que
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regulam essa influéncia ndo estdo completamente claros, e existe variabilidade nas respostas
entre as culturas.

A maioria dos trabalhos relata que o contetdo de compostos fendlicos totais € maior que
o de flavonoides totais, ja que os flavonoides correspondem a uma classe de compostos
fendlicos. Os resultados deste trabalho divergem dos relatados da literatura, uma vez que o
contetdo de flavonoides no periodo seco superou o dos compostos fendlicos totais, para a
maioria das variedades estudadas. Provavelmente, os compostos fenolicos do grupo dos
flavonoides s@o as moléculas mais produzidas quando as plantas estdo sob estresse hidrico.

Estudando o género Opuntia spp. Guevara-Figueroa et al. (2010), Santos-Zea et al.
(2011) e Bari et al. (2012) destacaram as variedades (Blanco, Tapon-I, Tapon-11, Jalpa, Gavia,
Villanueva) com maior contetido de flavonoides totais em relacdo aos compostos fenolicos
totais, corroborando com os resultados apresentados neste estudo.

A biossintese de flavonoides, isoflavonoides e antocianinas sdo estimuladas por
estresses ambientais, principalmente o déficit hidrico. Os flavonoides tém funcédo de protecédo
nas plantas expostas a déficit hidrico por causa de suas propriedades antioxidantes, por eliminar
espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como por manter o turgor, e estabilizar proteinas e
membranas celulares (RODZIEWICZ et al., 2014). Os produtos da oxidacdo de flavan-3-ols
(flavanois) e aumentado sob estresse hidrico em folhas de cha (Camellia sinensis)
(HERNANDEZ et al., 2006). Além disso, o estresse hidrico aumenta o nivel de flavonoides
(quercetina, rutina, 1,5-dihidroxixantona) na erva medicinal (Hypericum brasiliense). O
aumento desses compostos provavelmente indica uma resposta a geracao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) causado pelo estresse hidrico (ABREU; MAZZAFERA, 2005).

5.3.3 Determinacao do teor de antocianinas totais

Quanto aos resultados do contetdo de antocianinas totais nas variedades de palma, nos
periodos seco e chuvoso (Figura 5.2), verifica-se uma variacao significativa entre as variedades
e entre os periodos de coleta do material. No periodo seco, os valores variaram de 0,05 pug QE
100 gt MS (IPA-200016) a 0,34 ug QE 100 g* MS (IPA-200149); e no periodo chuvoso de
0,12 pug QE 100 g* MS (IPA-200016) a 0,26 ug QE 100 g* MS (IPA-200021).
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Figura 5.2. Determinagdo de antocianinas no periodo seco e chuvoso de variedades de palma. (V1) IPA-100003
(O. ficus indica), (V2) IPA-200016 (O. stricta), (V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-100004 (N.
cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-200205 (N. cochenillifera) e (V7) IPA-
200149 (O. larreri). *As médias seguidas pela mesma letra nas colunas pretas ou brancas ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. As
barras representam a media (n=3) +desvio padrao

Ao contrario do que aconteceu para os flavonoides totais, o0 contetdo de antocianinas
foi superior para todas as variedades no periodo chuvoso, com excecdo da IPA-200149 (V7),
cujos cladddios se destacaram nesta determinacdo frente aos demais tratamentos, alcangando
0s maiores teores de antocianinas no periodo seco. Essa variacédo foi de 29,4% (IPA-100003) a
271,4% (IPA-200021) (Figura 5.2). Geralmente a reducdo no suplemento hidrico aumenta o
teor de compostos fendlicos e antocianinas nas plantas, uma vez que essas moléculas agem
contra o estresse hidrico (BANDURSKA et al., 2012).

As antocianinas, metabolitos secundarios da classe dos flavonoides séo responsaveis
pela coloragdo que varia de vermelho vivo a violeta e de branca a amarela claro. Os mesmos
podem ser encontrados em todos os tecidos das plantas, incluindo folhas, raizes, caules, frutos
e flores (LEMOS, 2008). Na literatura ndo foram encontrados estudos relacionados a
quantificacdo de antocianinas totais no género Opuntia. Nesse género as betalainas, metabolitos
secundarios da classe dos alcaloides, sdo muito citadas, tendo as mesmas uma extraordinaria
gama de cores gque vao desde verde limao, laranja, vermelha a roxa (YAHIA; MONDRAGON-
JACOBO, 2011).

5.3.4 Determinagado da atividade antioxidante total
Os resultados da determinacdo da atividade antioxidante total das variedades de palma

nos periodos seco e chuvoso encontram-se na Figura 5.3. A atividade antioxidante total nos
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cladddios de palma variou, significantemente, entre as variedades e entre os periodos de coleta
do material. No periodo seco, os valores variaram de 39,59 pmol.L* TEAC g! MS (IPA-
200021 - V/5) a 189,85 umol.L* TEAC g MS (IPA-200016 — V2); e, no periodo chuvoso, de
118,06 umol.L* TEAC g* MS (IPA-200149 — V7) a 217,17 umol.L* TEAC g MS (IPA-
200016 — V2).
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Figura 5.3. Determinagdo da atividade antioxidante total no periodo seco e chuvoso de variedades de palma. (V1)
IPA-100003 (O. ficus indica), (V2) IPA-200016 (O. stricta), (V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-
100004 (N. cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-200205 (N. cochenillifera)
e (V7) IPA-200149 (O. larreri). *As médias seguidas pela mesma letra nas colunas pretas ou brancas
ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. As barras representam a média (n=3) xdesvio padrédo

A capacidade antioxidante entre as variedades foi superior no periodo chuvoso, com
excecdo da IPA-200149 (V7), que obteve o maior valor no periodo seco. Apesar da diferenca
encontrada entre os periodos em relagdo a capacidade antioxidante, essa variagdo ndo foi
significativa entre as variedades IPA-200016 (V2) e IPA-200149 (V7). No geral, a varia¢do na
capacidade antioxidante entre os periodos foi de 6,7% (IPA-200149) a 296,8% (IPA-200021)
(Figura 5.3).

Bensadon et al. (2010), Santos-Zea et al. (2011) e Corral-Aguayo et al. (2008)
estudando a capacidade antioxidante de Opuntia spp., relataram valores que variaram de 52,37
a 770,4 umol TEAC g MS para os cladodios. Assim como neste trabalho, os autores
encontraram correlacgdes positivas entre a capacidade antioxidante total e o teor de fendis totais.
Além disso, os autores relataram que algumas variedades com altos valores de fenois totais ndo
tiveram as mesmas respostas na capacidade antioxidante (Figura 5.4a). Essa diferenca

provavelmente se deve ao alto teor de acucares e &cido ascorbico encontrado nos cladodios de
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palma forrageira, que interferem na reacdo de oxidacdo-reducgédo entre o reagente de Folin e

compostos fenolicos.
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Figura 5.4. Correlacdo entre atividade antioxidante total e teor de compostos fenélicos totais (a) e/ou flavonoides
totais (b) de variedades de palma. (V1) IPA-100003 (O. ficus indica), (V2) IPA-200016 (O. stricta),
(V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-100004 (N. cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N.
cochenillifera), (V6) IPA-200205 (N. cochenillifera) e (V7) IPA-200149 (O. larreri). ES: estacdo seca.
EC: estagdo chuvosa

Neste trabalho ndo foram encontradas correlacGes positivas entre os flavonoides totais
e a capacidade antioxidante total (Figura 5.4b). Provavelmente, a maioria dos flavonoides
presentes no extrato estava na forma glicosidica, com por¢des de agucar ligadas a hidroxila no
C-3, perdendo, assim, sua capacidade antioxidante quando glicosilados, especialmente em C-3
(SANTOS-ZEA et al., 2011).

Entre as propriedades notaveis de polifendis encontra-se a capacidade antioxidante e a
eliminacdo de radicais livres. No entanto, a capacidade antioxidante de um alimento é
cumulativa, e atua sinergicamente com vitaminas (acido ascorbico), polifendis, carotenoides,
betalainas, antocianinas, tocoferois, cumarinas, alcaldides, acidos fendlicos, aminoécidos néo
proteicos, sesquiterpenos, isopreno, carboidratos e enzimas, como a superoxido dismutase
(SOD), glutationa redutase (GR), glutationa peroxiase (GPX), peroxirredoxina (PRXR),
catalase (CAT), ascobarto peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR), polifenol oxidase (PPO) (CORRAL-AGUAYO et al.,
2008; FERREIRA et al., 2010; SOARES; MACHADO, 2007; YAHIA; MONDRAGON-
JACOBO, 2011; ZHONG et al., 2010).
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No presente estudo, a capacidade antioxidante foi determinada em extratos etandlicos
brutos, assim a contribuig&o individual de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas ndo
pode ser diferenciada. Existem varios relatos da capacidade antioxidante de frutas e cladédios
de palma, correlacionando-0s com 0s compostos bioativos (vitaminas, polifendis, carotenoides,
betalainas, antocianinas, tocoferois, carboidratos), mas os resultados ndo sdo consistentes,
possivelmente devido as diferentes metodologias utilizadas, estagios de maturacao, variedades,
climas, entre outros.

Assim, os resultados deste trabalho podem ajudar em futuras selecdes de variedades de
palma na melhoria das caracteristicas nutricionais e nutracéuticas. Além disso, este estudo
contribui, significativamente, como referéncia no material certificado para adi¢éo de cladédios
de palma, como ingrediente para alimentos funcionais, onde a aplicacdo teria beneficios
econbmicos e na saude. No entanto, mais estudos precisam ser feitos para identificar e

quantificar outros compostos bioativos e correlaciona-los com a capacidade antioxidante.

5.4 Conclusdes
Tanto o género Opuntia como Nopalea contém flavonoides e esteroides independente
da variedade ou da estacdo do ano (seca e chuvosa).
Os compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas, bem como, a atividade antioxidante
total nos cladddios de ambos os géneros variam entre variedades e entre as estacdes seca e

chuvosa.
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CAPITULO VI

Diversidade genética e perfil quimico sazonal através de RMN de 'H e

atividade citotdxica nos géneros Opuntia e Nopalea

145



Diversidade genética e perfil quimico sazonal através de RMN de 'H e atividade
citotoxica nos géneros Opuntia e Nopalea

Resumo — A palma (Opuntia spp.) € uma cacticea conhecida por apresentar compostos
bioativos que atuam na prevencao de vérias doencas, principalmente cancer. Ademais, a palma
¢ uma planta muito utilizada na regido semiarida por ser considerada uma forrageira de grande
importancia para a alimentacdo animal, notadamente na estacdo seca. Os objetivos do estudo
foram caracterizar o perfil quimico e diversidade genetica, através de ensaios cromaticos e
RMN IH, utilizando técnicas de analise multivariada, e avaliar o potencial citotoxico de
variedades de palma dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na regido Semiarida do Brasil
nas estacOes seca e chuvosa. No estudo da prospeccdo quimica e atividade citotoxica foram
utilizados extratos etandlicos brutos de cladddios das variedades (IPA-100003, IPA-100004,
IPA-200021, IPA-200205, IPA-200008, IPA-200149 e IPA-200016). A atividade citotoxica foi
avaliada pelo método MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil brometo de tetrazolina],
contra HCT-116 (c6lon retal humano), SF-295 (glioblastoma humano) e OVCAR-8 (ovario
humano). O grupo de substancias quimicas que mais se destacam sdo os carboidratos e
substancias glicosiladas, lipideos (&cidos graxos e esteroides) e compostos fendlicos
(flavonoides), que variam tanto entre as variedades boténicas estudadas quanto entre os
periodos de coleta. A andlise dos espectros de RMN de 'H das variedades de palma pelos
métodos de analise multivariada constata a diversidade genética entre 0s materiais nas duas
estacoes, seca e chuvosa. O extrato etandlico bruto (50 pug.mL™1) apresenta pouco efeito inibidor
do crescimento sob as linhagens de células de cancer analisadas. A atividade citotdxica de

cladddios de palma é atribuida aos compostos fendlicos em especial aos flavonoides.

Termos para indexagdo: analise de alimento, anticancer, compostos fendlicos, flavonoides,

forrageira, semiarido
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Genetic diversity and seasonal chemical profile through *H NMR and cytotoxic activity
in the genera Opuntia and Nopalea

Abstract — The cactus pear (Opuntia spp.) is a cactaceous known to have bioactive compounds
that act in the prevention of various diseases, especially cancer. Furthermore, the cactus pear is
a plant widely used in semiarid region by be considered a forage of great importance for animal
feed, especially in the dry season. The aim of study was characterize the chemical profile
through of chromatic test and RMN H and evaluate the cytotoxic potential of varieties of cactus
pear genera Opuntia and Nopalea cultivated in Semiarid region of Brazil in dry and rainy
season. In study of chemical prospecting and cytotoxic were utilized extract crude ethanol of
cladodes of varieties (IPA-100003, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200008, IPA-
200149 e IPA-200016). The cytotoxic activity was evaluated by MTT [3-(4,5-dimethylthiazole-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], method against HCT-116 (human colorectal colon),
SF-295 (human glioblastoma) and OVCAR-8 (human ovarian). The group of chemicals that
stood out were the carbohydrates and glycosylated substances, lipids (fatty acids and steroids)
and phenolic compounds (flavonoids), which varied both among botanical varieties studied and
among collection periods. Depending on the strain of cancer cells analyzed, the ethanol extract
crude (50 pg.mL™?) has little or no inhibitory effect on growth. The cytotoxic activity of

cladodes palm can be attributed to phenolic compounds especially the flavonoids.

Index terms: analysis of food, anticancer, phenolic compounds, flavonoids, forage, semiarid

147



6.1 Introducao

A palma dos géneros Opuntia e Nopalea sdo amplamente cultivadas na regido Semiarida
do Nordeste do Brasil, e representam uma importante opc¢éo de producdo de forragem na época
seca. Estima-se que a area cultivada no Brasil alcanga cerca de 550.000 ha. Essa regido é
caracterizada por apresentar temperatura média superior a 30 °C, alto indice de evaporacédo
anual, superior a 2000 mm, e média anual de chuvas inferior a 750 mm, concentrada em um
unico periodo de 3 a 5 meses, além disso, alguns anos a estiagem € prolongada, resultando no
fendbmeno das secas (ARAUJO et al., 2005; MEDEIROS et al., 2005).

A palma por ser uma cactacea e ter mecanismos morfofisiolégicos que permitem
absorver dgua de pequenas precipitacdes e reduzir a perda de agua pela transpiragdo € adaptada
as regides aridas e semiaridas, onde a agua é fator limitante a producao agropecuaria. Por essa
razdo a cultura representa uma alternativa viavel de renda para os habitantes dessas regifes na
época seca, que tem na agropecudria sua subsisténcia (OLIVEIRA et al., 2010).

Devido o aumento das zonas aridas e semiaridas e a reducdo dos recursos hidricos no
mundo, as cactaceas estdo ganhando importancia na alimenta¢do humana e animal, medicina,
na industria de cosméticos e farmacéuticos (SHEDBALKAR et al., 2010).

A espécie Opuntia ficus indica é conhecida por ser uma fonte importante de compostos
bioativos, como betalainas, polifendis, carotenoides, vitamina C e minerais, e tem sido
considerada como uma planta que previne doengas, por apresentar atividade antioxidante,
anticancerigena, neuroprotetora, atividade antiproliferativa, além de ser utilizada no tratamento
de gastrite, hiperglicemia, arteriosclerose, diabetes, inflamacgdes e dores (MORALES et al.,
2012).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) €é uma poderosa
ferramenta analitica na caracterizacdo de materiais heterogéneos de fontes naturais. Dentre 0s
principais elementos que compdem as fontes naturais, os is6topos de *H, 3C e 3P sio os mais
utilizados no estudo por serem os elementos mais abundantes na natureza e pela sensibilidade
de seus nicleos. Assim a técnica de RMN de alta resolugio como *H é uma alternativa viavel
no estudo de compostos organicos devido a simplicidade e a importancia das informacoes
geradas (IULIANELLI; TAVARES, 2011).

Por apresentar uma grande diversidade genética nos géneros Opuntia e Nopalea, com
cerca de 300 espécies (MONDRAGON-JACOBO; PEREZ-GONZALEZ, 2001), existe a
necessidade de se caracterizar as variedades cultivadas no Brasil a fim de se obter informagdes

nutricionais e propriedades bioativas. Assim, 0s objetivos do estudo foram caracterizar o perfil
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quimico e diversidade genética, através de ensaios cromaticos e RMN *H, utilizando técnicas
de analise multivariada, e avaliar o potencial citotoxico de variedades de palma dos géneros

Opuntia e Nopalea cultivadas na regido Semiarida do Brasil nas estacdes seca e chuvosa.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Material vegetal

Na pesquisa foram utilizados cladodios das variedades de palma forrageira, com trés
anos de idade, coletadas na estacdo experimental do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA), localizado no municipio de Arcoverde, Estado de Pernambuco, Brasil. Os materiais
utilizados estdo listados na Tabela 6.1.

Os cladddios secundarios e terciarios de cada variedade foram coletados de seis plantas,
as 8:00 horas da manha no dia 19 de fevereiro de 2013 (periodo seco) e no dia 10 de maio de
2013 (periodo chuvoso). Apos a coleta o material foi limpo, cortado em pequenos pedacos (2 a
3 cm de comprimento) e secos em estufa de circulagéo forcada de ar a 55 °C, onde permaneceu
por 72 horas, até peso constante. O material seco foi triturado em moinho tipo Willey® e

acondicionados em potes plasticos vedados.

Tabela 6.1. Variedades de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, utilizadas no
estudo e cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil

N° Variedades Espécie Nome vulgar

1 IPA-100003 Opuntia ficus indica IPA-20

2 IPA-200016 Opuntia stricta Orelha de Elefante Mexicana
3 IPA-200008 Opuntia atropes F-08

4 IPA-100004 Nopalea cochenillifera Midda

5 IPA-200021 Nopalea cochenillifera F-21

6 IPA-200205 Nopalea cochenillifera IPA-Sertania

7 IPA-200149 Opuntia larreri -

6.2.2 Extracdo etandlica

A extracdo do material triturado (10 g) foi realizada com etanol 95% a temperatura
ambiente, cobrindo-se toda a amostra com o solvente. A extracdo foi obtida exaustivamente,
onde as amostras ficaram em contato com o solvente durante oito dias, sendo agitados
diariamente, renovando-se 0 solvente extrator a cada dois dias. Apos esse periodo, 0s extratos
foram filtrados e concentrados utilizando um evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C,
obtendo-se os extratos de etanol bruto, e mantidos em frascos de vidro hermeticamente fechados
em temperatura ambiente (22 °C) até sua utilizacdo (VIZCAINO et al., 2007).
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6.2.3 Prospec¢ao quimica

Um miligrama de cada amostra (extrato etandlico bruto) foi utilizado para a
identificacdo das principais classes de compostos quimicos, empregando-se 0s protocolos
descritos por Matos (2009) e Desoti et al. (2011). A intensidade da cor e/ou o0 aparecimento de
um precipitado na realizacdo das reacdes quimicas foram interpretados como respostas aos
ensaios

Os alcaloides foram detectados pelo método de precipitacdo, usando-se os reativos de
Bouchardat (A), Mayer (B), Dragendorf (C) e Bertrand ou &cido silico-tungstico (D); os
esteroides foram detectados pela reacdo de Liebermann-Burchard; os taninos pelos métodos de
precipitacdo com sais de ferro e gelatina; os flavonoides detectados pelas reacfes de Shinoda e
Taubouk; as saponinas pela agitacdo do extrato aquoso com formacéo de espuma persistente
(DESOTI et al., 2011).

6.2.4 Espectros de RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H dos extratos etandlicos brutos foram obtidos em
espectrdmetro Oxford® NMR 200 MHz. Para a analise do nicleo de H das amostras foi
preparada solucgdes utilizando aproximadamente 20 mg do extrato e 0,6 mL de metanol
deuterizado (99,95%) como solvente. As amostras foram colocadas em tubos de RMN de cinco
mm de didmetro e posteriormente na sonda de cinco mm. Os parametros de aquisicdo tipicos
incluiram frequéncia de observacdo de 200,0 MHz, tempo de aquisi¢do 4,0 segundos, janela
espectral de 3200,0 Hz, largura do pulso 0,0 us, numero de acimulos (410), intervalo entre
pulsos 1,0 segundo. Os espectros foram processados pelo programa MestReNova® verséo 6.1.0
e os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (IULIANELLI; TAVARES, 2011;
PRESTES et al., 2012).

6.2.5 Determinacdo da atividade citotoxica

A avaliacdo do efeito citotoxico dos extratos etandlicos brutos em células tumorais
humanas foi realizada pelo Teste do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil brometo de
tetrazolina], em triplicata. As linhagens de células tumorais OVCAR-8 (ovario humano), HCT-
116 (colon retal humano) e SF-295 (glioblastoma humano), usadas neste estudo foram cedidas

pelo Instituto Nacional do Cancer (USA), onde foram cultivadas em meio RPMI® 1640,
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suplementados com soro fetal bovino (10%) e antibidtico (1%), mantidas em estufa climatizada
a temperatura (37 °C) e CO2 (5%).

As células foram distribuidas em placas de 96 pogos nas seguintes densidades: 0,1 x 108
células.mL? (OVCAR-8 e HCT-116) e 0,7 x 10° células.mL™ (SF-295). Os extratos etandlico
bruto dos cladodios das variedades de palma foram diluidas em DMSO puro estéril, na
concentragdo 50 pg.mL™, e adicionado aos pocos, onde foram mantidos por 72 horas em estufa
climatizada a temperatura (37 °C) e CO2 (5%). Ap0s o periodo, as placas foram centrifugadas
(1500 rpm/15 min), e o sobrenadante descartado. Cada poco recebeu 150 pL da solugédo de
MTT (0,5 mg/mL) e a placa foi mantida por 72 horas na estufa climatizada. Ao termino do
periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o sobrenadante
descartado e o precipitado suspendido em 150 uL de DMSO. A quantificacdo do sal reduzido
nas células vivas foi realizada em espectofotdbmetro de placas a 595 nm (MOSMANN, 1983).

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras
testadas: amostra sem atividade (SA), com pouca atividade (PA, inibigéo de crescimento celular
variando de 1 a 50%), com atividade moderada (MO, inibicéo de crescimento celular variando

de 50 a 75%) e com muita atividade (MA, inibicdo de crescimento variando de 75 a 100%).

6.2.6  Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, com sete tratamentos,
representados pelas variedades, com trés repeticdes. As parcelas experimentais foram
constituidas por duas plantas. As analises foram realizadas em triplicata, e os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo utilizando o programa Excel da Microsoft Office® 2010.

A diversidade genética entre as variedades foi estimada utilizando a medida de
similaridade expressa pelo indice de Jaccard, segundo Cruz et al. (2012). Realizou-se o
agrupamento pelo método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean), método de Otimizacdo de Tocher (RAO, 1952) e método de Anélise de
Componentes Principais (CRUZ et al., 2012). As anélises desses dados foram realizadas com
0 auxilio do programa estatistico GENES® - Aplicativo Computacional em Genética e
Estatistica (CRUZ, 2001).
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6.3 Resultados e Discussao
6.3.1 Prospeccéo quimica
Os resultados obtidos na triagem fitoquimica de extrato etanolico bruto de variedades

de palma forrageira, dos géneros Opuntia e Nopalea, no periodo seco e chuvoso encontram-se
na Tabela 6.2. Dos testes realizados para a identificacdo das principais classes (alcaloides,
esteroides, taninos, flavonoides e saponinas) presentes nos cladddios da palma, foi detectada a
presenca de flavonoides e esteroides em todas as variedades nos dois periodos estudados (seco
e chuvoso). A presenca de tanino foi detectada na variedade IPA-200149 no periodo seco, e nas
variedades IPA-100003, IPA-200016, IPA-200205 no periodo chuvoso.

Tabela 6.2. Perfil fitoquimico de extrato etandlico bruto de variedades de palma forrageira, dos
géneros Opuntia e Nopalea, nos periodos seco e chuvoso

Alcaloides . Taninos Flavonoides Saponinas
—— Esteroides Fita
Variedades A B C D (Liebermann-  Gelatina FeCls magnésio Fluorescéncia Espuma
Burchard) 0,5% 2% (Shinoda) (Taubouk)
Periodo Seco
IPA-100003 - - - - + - - + ++ -
IPA-200016 - - - - + - - + ++ -
IPA-200008 - - - - + - - ++ ++ -
IPA-100004 - - - - + - - + + -
IPA-200021 - - - - + - - + ++ -
IPA-200205 - - - - + - - + ++ -
IPA-200149 - - - - + + + ++ +++ -
Periodo Chuvoso
IPA-100003 - - - - + - + +++ +++ -
IPA-200016 - - - - + + + +++ +++ -
IPA-200008 - - - - + - - +++ +++ -
IPA-100004 - - - - + - - +++ +++ -
IPA-200021 - - - - + - - +++ +++ -
IPA-200205 - - - - + - + +++ +++ -
IPA-200149 - - - - + - - ++ ++ -
Legenda: (A) Bouchardat, (B) Mayer, (C) Dragendorf, (D) Bertrand ou 4cido silico-tlngstico;
“+++” (intensidade alta), “++” (intensidade média), “+” (intensidade baixa), “-* (reagdo negativa)

A presenca de flavonoides e esteroides em cladddios de palma forrageira (Opuntia ficus
indica) foi citada por Bras (2011) e Soares (2012), a presenca de taninos nos cladédios de palma
foi relatada por Mendez et al. (2012) estudando Opuntia ficus indica, e por Bari et al. (2012),
pesquisando Opuntia monacantha, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Os resultados do perfil fitoquimico de variedades de palma para os flavonoides e taninos
indicam haver diferenca entre as variedades e periodos de coleta, ja que a intensidade das
respostas das amostras foi diferente, comparando-as aos seus referidos brancos (reagentes com
auséncia dos extratos), além disso, dependendo do periodo de coleta a classe de fitoquimico foi

detectada ou ndo (Tabela 6.2). A resposta aos flavonoides, para os dois métodos de investigacédo
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Shinoda (fita-magnésio) e Taubouk (fluorescéncia), foi mais intensa no periodo chuvoso para
todas as variedades, com excecdo do IPA-200149, cuja variedade se destacou no periodo seco

quando se utilizou o segundo meétodo (Taubouk).

6.3.2 Espectros de RMN de *H

O deslocamento quimico observado no espectro de RMN de 'H do extrato etandlico
bruto das variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea no periodo seco e
chuvoso encontra-se na Tabela 6.3.

Os sinais de *H localizados entre 0,8 a 3,0 ppm sdo referentes aos lipideos (diterpenos,
acidos graxos e esteroides) presentes na amostra; os sinais entre 3,2 e 5,0 ppm séo referentes a
heteroatomos (OH, NH, SH, PH, BH) das substancias glicosiladas; os sinais entre 5,0 e 5,8 sdo
referentes aos *H de carbono anomérico, referentes aos carboidratos; e a faixa entre 6,0 e 8,0
ppm refere-se aos *H ligados ao anel aromatico, estdo inclusos os compostos fendlicos em geral
e a faixa de 9 a 10 ppm refere-se ao 'H de aldeido (IULIANELLI; TAVARES, 2011; RIBEIRO;
SOUZA, 2007).

O perfil dos espectros de RMN de *H das variedades de palma sinaliza para divergéncia
de substancias entre os grupos de compostos quimicos presentes nos géneros Opuntia e
Nopalea, tanto dentro da mesma espécie quanto entre espécies, e época de coleta do material
(Tabela 6.3; Figuras 6.1 a 6.7).

No periodo seco, no género Opuntia (V1, V2, V3, V7), observa-se a presenca de acidos
graxos, esteroides, carboidratos e compostos fendlicos (Figuras 6.1A a 6.4A). No entanto, na
variedade V2 ndo se detecta a presenca de compostos fendlicos (Figura 6.2A). No género
Nopalea (V4, V5 e V6) consta a existéncia de carboidratos, &cidos graxos, esteroides, mas ndo
foi detectada a presenca de compostos fendlicos (Figuras 6.5A a 6.7A).

No periodo chuvoso, no género Opuntia (V1, V3, V7), observa-se a presenca de acidos
graxos, esteroides, carboidratos e compostos fenolicos (Figuras 6.1B, 6.3B e 6.4B). Na
variedade V2 ndo foram detectados acidos graxos e compostos fendlicos, somente se verifica a
presenca de carboidratos (Figura 6.2B). No género Nopalea (V4, V5 e V6) consta a existéncia
de carboidratos, acidos graxos, esteroides e compostos fenoélicos. No entanto, na variedade V4
nédo foram percebidos a existéncia de acidos graxos (Figura 6.5B a 6.7B).

A ndo deteccdo de compostos fendlicos, esteroides e &cidos graxos no extrato de
algumas variedades de palma, provavelmente, se deve a limitada poténcia do equipamento,

além de, possiveis interferéncias entre as substancias presentes na amostra, uma vez que, as
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analises foram realizadas em extrato etanolico bruto. Nessas mesmas amostras foram detectadas
a presenca de compostos fendlicos, esteroides e acidos graxos em todas as variedades nos dois
periodos estudados (seco e chuvoso) na triagem fitoquimica (Tabela 6.2).

As variedades de palma estudadas apresentam o nivel de carboidratos, substancias
glicosidicas e compostos fendlicos mais expressivos no periodo chuvoso. No entanto, os acidos
graxos e esteroides nesse periodo sdo menos expressivos, comparado ao periodo seco (Figuras
6.1e6.7).

Ribeiro et al. (2010), estudando os carboidratos (galactose, xilose, arabinose, glicose,
frutose, ramnose, sacarose e acido uronico) presentes nos cladodios de palma forrageira
(Opuntia spp.), variedades (gigante, redonda, copena F1 e clone 20), cultivadas na regido
nordeste do Brasil, relataram variacdes na quantidade de agucares totais e composicao entre 0s
gendtipos, ordem do cladodio, e estacdo de coleta do material. Os pesquisadores relataram que
os teores de carboidratos totais nos cladddios de palma forrageira (gigante e clone-20) foram
superiores na estacdo chuvosa, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho. No
entanto, nas variedades (redonda e copena F1) o teor de carboidratos totais foram superiores na
estacéo seca.

Sanchez-Rodriguez et al. (2011 e 2012), estudando a influéncia do estresse hidrico no
perfil de compostos fendlicos relataram diferencas entre o teor e a composicao de compostos
fendlicos, flavonoides e seus glicosideos entre variedades de tomate, dependendo da
disponibilidade de 4gua a que as mesmas foram submetidas, alguns genétipos apresentam o
teor e composicdo de compostos fenolicos, flavonoides e seus glicosideos superiores sob
irrigacdo, noutros os teores eram maiores em condigdes de estresse hidrico. No geral, esses
autores relatam que os compostos fenolicos totais nas variedades sdo superiores sob regime de
irrigacao, apoiando os resultados expostos neste trabalho.

El-Kaoua et al. (2006), pesquisando a influéncia do déficit hidrico no teor de acidos
graxos em trigo (Triticum aestivum L.), variedades (Nasma e Tigre), relataram que 0 estresse
hidrico altera a quantidade e composicdo dos acidos graxos. O estresse hidrico reduziu o
conteddo de acidos graxos total nas duas variedades estudadas. Essa reducdo foi mais dréstica
para 0s insaturados, acido octadecatrienoico (18:3), paralelamente houve o aumento na
percentagem de acidos graxos saturados (16:0 e 18:0). Além disso, a composicdo lipidica
(galactolipidios e fosfolipideos) foi reduzida pelo estresse hidrico em ambas as variedades.
Entretanto, houve aumento nos lipideos neutros (diacilglicerol e triacilglicerol) sob estresse

hidrico. Os autores consideraram a sintese de lipideos neutros como mecanismo de agdo contra
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0 estresse hidrico. Ademais, os &cidos graxos livres, liberados durante o déficit hidrico por agdo
de lipases sobre os lipideos polares, pode ser armazenado em triacilglicerois para evitar a
oxidacdo por radicais livres e formas ativas de oxigénio. Os autores ainda relatam que a reducéo
de acido octadecatrienoico (18:3) em plantas de trigo esta envolvida na formacdo de metil
jasmonato (Me-JA) através do &cido-12 oxofitodienoico (12-OPDA) nos cloroplastos. O (Me-
JA) é considerado um regulador de crescimento e desenvolvimento das plantas, e junto com
outras moléculas ciclopentanona, principalmente o acido jasmonico (JA) e seus conjugados de
aminoacidos, influenciam diversos processos metabolicos envolvidos com a tolerdncia ao
estresse hidrico. Ademais, Bourgou et al. (2010), investigando o teor e composi¢do de acidos
graxos e 6leos essenciais em Cumino preto (Nigella sativa) sob estresse salino relataram que
tanto o contetido, quanto a composicao dos acidos graxos e 6leos essenciais foram modificados
pelo estresse salino. O conteldo de acidos graxos totais foi reduzido, no entanto a percentagem
de &cido linoléico (18:2) foi aumentada. Além disso, o contetido de leos essenciais aumentou
sob condigBes de estresse salino. O aumento detectado nas substancias lipidicas na palma
forrageira no periodo seco, provavelmente, se deve ao aumento das ceras, cutinas, suberinas,
triterpenos, lipideos neutros, 6leos essenciais, carotenoides, tocoferdis, ABA, jasmonato, além
do acumulo dos &cidos graxos, palmitico, linoléico e linolénico, ja que essas moléculas sao
aumentadas sob déficit hidrico (BUCHANAN et al., 2009).

Nas regides aridas e semiaridas a disponibilidade de &gua é fator limitante ao
crescimento e desenvolvimento das plantas e seres vivos em geral. No entanto, as plantas
desenvolveram estratégias de adaptacdo para sobreviverem nesses ambientes, gracas a
mudancas fisiolégicas, bioquimicas e morfoldgicas. Dentre as principais adaptacGes de
resisténcia a seca podem ser citados: escape (fuga), retardo da desidratacdo e tolerancia
(FERNANDES et al., 2009).

O retardo da desidratacdo consiste em manter o turgor e volume celular, tanto pela
absorcdo de dgua (aumento da densidade e profundidade do sistema radicular, ou aumento da
condutancia da &gua nas raizes e no caule); quanto pela reducdo da transpiracdo, através do
aumento da resisténcia estomatica (abertura e fechamento dos estématos), modificacdes
morfolégicas na epiderme do limbo foliar e deposicéo de ceras (cuticula) na epiderme, redugédo
da éarea foliar (ou até mesmo a queda das folhas) e da reducdo da radiacdo absorvida
(FERNANDES et al., 2009).

A tolerancia consiste em manter o metabolismo com reducéo do potencial hidrico dos

tecidos, devido principalmente ao acimulo de solutos ou osmdlitos compativeis, tais como:
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aminoacidos, carboidratos, poliois, compostos de aménio quaternario e sulfonico terciario.
Essas moléculas sdo importantes na manutencdo do turgor, bem como na estabilizacdo de
proteinas e membranas celulares. Além de contribuir para o equilibrio redox, por eliminar
espeécies reativas de oxigénio (EROs), que afetam negativamente estruturas e metabolismo
celulares (FERNANDES et al., 2009; RODZIEWICZ et al., 2014).

As EROs séo formadas a partir da excitacdo do oxigénio atmosférico (O2) que resulta
na forma de oxigénio singlete (*O,) ou pela transferéncia de um, dois ou trés elétrons para O
formando, respectivamente, radical superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) ou radical
hidroxila (HO"). Essas moléculas sdo tdxicas, pois, provocam peroxidacdo lipidica, oxidacdo
de proteinas, inibicdo enzimatica e danos ao DNA e RNA causando disfuncédo celular, lesGes
necroticas e morte da célula (ROSA et al., 2009).

As EROs sao produzidas normalmente nos processos de fotossintese e respiracao das
plantas. No entanto, o estresse hidrico e de temperatura elevada, as quais as plantas do semiarido
estdo diariamente expostas, provocam o aumento dessas moléculas. Assim, as plantas
desenvolveram mecanismos para se protegerem dos danos que as EROs provocam produzindo
moléculas antioxidantes (ROSA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009).

A eliminagdo de EROs ¢ realizada por moléculas antioxidantes ndo enzimaticas, como
glutationa reduzida (GSH), ascobarto (AsA), flavonoides, cumarinas, alcaldides, acidos
fendlicos, aminoacidos ndo proteicos, sesquiterpenos, isopreno, tocoferdis, vitaminas (acido
ascorbico), pigmentos carotenoides, carboidratos, e enzimaticos, como a superoxido dismutase
(SOD), glutationa redutase (GR), glutationa peroxiase (GPX), peroxirredoxina (PRXR),
catalase (CAT), ascobarto peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR), polifenol oxidase (PPO) (AZEVEDO et al., 2009;
BARTWAL et al., 2013; SOARES; MACHADO, 2007; ZHONG et al., 2010).

O acumulo de metabdlitos primarios contribui para a reducdo do potencial osmético,
auxiliando na manutencdo do turgor em plantas expostas ao déficit hidrico. Os metabolitos
primarios como as enzimas (prolina, triptofano, fenilalanina, histidina), os carboidratos
(sacarose, rafinose, frutose, maltose, trealoses, manitol, sorbitol, ribitol, inositol), 0 composto
de amdnio quaternéario (glicina betaina) sdo acumulados em plantas expostas ao estresse hidrico
e estdo associados ao ajustamento osmético das células (RODZIEWICZ et al., 2014).

Os metabolitos secundarios como o0s compostos fenolicos (fenilpropanoides,
flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, cumarinas, ligninas, taninos), terpenos (tocoferol,

saponinas, 4&cido betulinico, carotenoides) e compostos nitrogenados (alcaldides,
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glucosinolatos, acido y-amino butirico-GABA) sdo acumulados em plantas expostas ao estresse
hidrico e contribuem tanto para o equilibrio redox, por eliminar EROs, bem como por manter
0 turgor, e estabilizar proteinas e membranas celulares (BARTWAL et al., 2013;
RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011; RODZIEWICZ et al., 2014).

Assim, o0 armazenamento de carboidratos, substancias glicosidicas e compostos
fendlicos no periodo chuvoso servira como moléculas, que atuardo contra o estresse hidrico no
periodo seco (TAO et al., 2015; ZHONG et al., 2010). Além disso, o acimulo de alguns acidos
graxos e esteroides no periodo seco também poderia contribuir na tolerancia ao estresse hidrico
(BOURGOU et al., 2010; EL-KAOUA et al., 2006; YEILAGHI et al., 2012).
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Tabela 6.3. Deslocamento quimico observado no espectro de RMN de *H de extrato etandlico
bruto de variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea no periodo
seco e chuvoso

Deslocamentos quimicos (ppm) das amostras de palma

Hidrogénios Periodo Seco Periodo Chuvoso
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7
0,86 1,13 0,86 0,89 0,86 0,89 0,86 1,27 1,26 0,86 1,28 1,26 0,68 0,83
0,89 1,17 0,89 1,17 0,89 1,28 0,89 1,59 0,90 2,69 1,57 0,88 0,86
1,02 1,20 1,13 1,28 1,01 2,15 1,13 2,04 0,97 2,03 0,99 0,94
1,13 1,28 1,17 2,15 1,28 1,17 1,01 2,06 1,12 0,98
1,17 2,15 1,20 1,59 1,20 1,28 2,27 1,27 1,24
1,20 1,28 2,04 1,28 1,59 2,31 1,58 1,56
1 de lipideos 1,23 1,59 2,07 1,59 1,77 2,34 2,03 2,01
1,28 2,04 2,28 2,15 2,08 2,27 2,04
1,59 2,32 2,30 2,32 2,29 2,31 2,21
1,98 2,32 2,32 2,34 2,25
2,04 2,77 2,58 2,76 2,29
2,15 2,80 2,73
2,27 2,76
2,31
3,20 3,54 3,35 3,39 3,47 3,37 3,35 3,18 3,13 3,32 3,34 3,49 3,62 3,30
3,40 3,58 3,39 3,44 3,62 3,39 3,39 3,23 3,18 3,34 3,52 3,63 3,63 3,49
3,43 3,62 3,43 3,61 3,66 3,44 3,58 3,53 321 3,38 3,65 3,65 3,64 3,62
3,46 3,65 3,44 3,65 3,68 3,61 3,61 3,66 3,34 3,52 3,67 3,67 3,66 3,64
3,61 3,71 3,54 3,70 3,71 3,65 3,65 3,68 3,35 3,78 3,70 3,69 3,68 3,67
3,65 3,75 3,58 3,74 3,74 3,70 3,68 3,70 3,49 3,82 3,79 3,70 3,69 3,72
3,68 3,78 3,61 3,78 3,78 3,74 3,70 3,79 3,62 3,88 3,82 3,73 3,72 3,75
3,70 3,84 3,65 3,83 3,82 3,77 3,71 3,82 3,64 4,00 3,89 3,76 3,76 3,78
374 386 370 4,05 4,08 3,98 3,74 3,90 3,67 406 400 379 378 447
378 408 371 4,07 4,45 4,01 3,78 4,06 3,68 451 406 385 447 451
*H ligado a 383 435 374 411 4,03 3,83 451 3,69 455 451 404 451
heteroAtomos 398 439 378 4,44 4,05 4,07 4,55 3,73 455 447 462
401 445 3,83 4,48 4,07 4,44 3,76 451
405 449 4,07 4,44 4,48 3,79
407 452 444 4,48 3,82
4,12 4,59 4,48 3,86
4,04
4,09
4,37
4,47
4,51
4,52
4,59
5,37 5,09 5,37 5,37 5,09 5,08 5,09 5,42 511 5,14 5,14 511 511 511
1H ligado a0 5,39 511 5,39 5,39 511 5,10 5,10 5,13 5,16 5,16 5,13 5,13 5,13
carbono 5,88 5,37 5,37 5,37 5,37 5,38 5,40 5,62 5,38 5,37 5,30
anomérico 5,39 5,39 5,39 5,39 5,39 5,42 5,40 5,39 5,37
5,57 5,48 5,59 5,62 5,38
5,59
6,18 6,40 6,09 6,18 6,19 6,69 6,40 6,22 6,23 6,00 6,72 6,58
6,19 6,17 6,19 6,20 6,70 6,41 6,42 6,33 6,30 7,39 6,59
6,71 6,19 6,38 7,05 6,70 6,61 6,44 6,59 7,41 7,16
6,78 6,38 7,06 6,71 6,63 6,73 6,60 7,39
7,11 6,39 7,09 6,72 6,73 6,97 7,40 7,40
7,13 6,41 7,13 6,73 6,91 7,34 7,41 7,56
7,15 6,67 7,04 6,94 7,46
7,16 6,68 7,06 7,43 7,57
6,68 7,07 7,44 7,62
1H ligado a0 6,86 7,08 7,56 7,94
anel aroméatico ggg ;23 ;82 8,04
6,93 7,12
7,31 7,14
7,94 7,43
7,95 7,44
8,02
8,02
8,03
8,06
8,07
*H ligado ao 953 952 953 953 952 952 950
aldeido
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Figura 6.1. Espectro de RMN de 'H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-100003 (V1) (O. ficus indica), de palma forrageira, coletada no periodo
seco (a) e chuvoso (b)
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Figura 6.2. Espectro de RMN de *H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-200016 (V2) (O. stricta), de palma forrageira, coletada no periodo seco (a)
e chuvoso (b)
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Figura 6.3. Espectro de RMN de *H de extrato etanolico bruto da variedade IPA-200008 (\V3) (O. atropes), de palma forrageira, coletada no periodo seco
(@) e chuvoso (b)
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Figura 6.4. Espectro de RMN de 'H de extrato etanolico bruto da variedade IPA-200149 (O. larreri) (V7), de palma forrageira, coletada no periodo seco (a)
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Figura 6.5. Espectro de RMN de *H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-100004 (V4) (N. cochenillifera), de palma forrageira, coletada no periodo
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Figura 6.6. Espectro de RMN de *H de extrato etandlico bruto da variedade IPA-200021 (V5) (N. cochenillifera), de palma forrageira, coletada no periodo
seco (a) e chuvoso (b)
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6.3.3 Diversidade genética através do espectro de RMN de 'H

A analise dos espectros de RMN de 'H das variedades de palma pelos métodos de
anélise multivariada constatou diversidade genética entre os materiais nas duas estacdes, seca
e chuvosa. De acordo com a técnica utilizada houve diferenca na identificacdo de grupos de
individuos similares nas duas estacdes (Tabela 6.4 e 6.5; Figuras 6.8 a 6.11).

Na estacdo seca, pelo método de agrupamento de otimizacdo de Tocher, as variedades
foram agrupadas em dois grupos distintos. O grupo | foi representado pelos gendtipos 1, 2, 3,
4,5e6, e ogrupo Il foi representado pelo genotipo 7 (Tabela 6.4). Pelo método de agrupamento
hierarquico UPGMA, os genétipos foram agrupados em quatro grupos, considerando o corte de
69% da distancia genética relativa, o grupo | representado pelos genétipos 4 e 5, grupo 11 pelos
genotipos 1 e 2, o grupo Il pelo 3 e 6, o grupo IV pelo 7 (Figura 6.8). Pelo método de
agrupamento de ordenacao por analise de componentes principais, o grafico de dispersdes dos
escores, agrupou os gendtipos em quatro grupos, o grupo | foi constituido pelos gendtipos 4, 5,
6 e 7, 0grupo Il pelo gendtipo 2, o grupo Il pelo 1, e grupo 1V pelo 3 (Figura 6.10).

Na estacdo chuvosa, 0 método de agrupamento de Tocher agrupou as variedades em
cinco grupos distintos, o grupo | representado pelos gendtipos 1 e 7, o grupo 1l pelos gendtipos
3 e 5, o grupo Il pelo 4, o grupo IV pelo 2, o grupo V pelo 6 (Tabela 6.5). O método de
agrupamento UPGMA agrupou 0s genétipos em quatro grupos distintos, considerando o corte
de 82% da distancia genética relativa, o grupo | foi representado pelas variedades 1 e 7, 0 grupo
I por 2, o grupo 11l por 4 e 6, 0 grupo 1V por 3 e 5 (Tabela 6.9). O método de componentes
principais agrupou as variedades em cinco grupos distintos, o grupo | representado pelas
variedades 2, 5 e 6, o grupo Il pelo 1, o grupo Il pelo 7, o grupo IV pelo 3, o grupo V pelo 4
(Figura 6.11).

A anélise dos componentes principais mostra que a utilizacdo das trés primeiras
variaveis foi suficiente para explicar quase 71% e 67% da variacdo total obtida entre os sete
gendtipos avaliados na estacdo seca e chuvosa, respectivamente (dados ndo mostrados). Assim,
uma descricdo razoadvel da divergéncia genética dos genétipos podera ser feita por essas
componentes no plano bidimensional ou tridimensional. Segundo Silva e Padovani (2006) é
necessario que as primeiras componentes principais acumulem pelo menos 70% da variacéo
total para explicar a variabilidade manifestada entre os individuos, levando a interpretagdo do
fendmeno com consideravel simplificacdo das caracteristicas no plano bidimensional ou

tridimensional.

166



A andlise de agrupamento (cluster analysis) identifica grupos de individuos similares
apos a estimacdo de uma matriz de dissimilaridade. Ha varios métodos de agrupamento que se
diferenciam pelo tipo de resultado e pelas diferentes formas de definir a proximidade entre
individuos ou grupos formados. Em todos os casos, ndo se conhece a priori, 0 nimero de grupos
a ser estabelecido, e diferentes métodos proporcionam diferentes resultados (CRUZ et al.,
2012).

Os meétodos de agrupamento baseiam-se, principalmente, em meétodos hierarquicos, de
otimizacdo e de ordenacdo. Nos hierarquicos, destaca-se 0 método da distancia média entre
grupos (UPGMA), onde os agrupamentos sdo identificados na forma de dendrogramas,
dispostos em varios niveis e ndo leva em conta o nimero 6timo de grupos. Nos de otimizacéo,
destaca-se o algoritmo de Tocher, onde o objetivo € alcancar uma particdo dos individuos que
otimize (maximize ou minimize) alguma medida predefinida. Baseia-se na formacao de grupos
em que as distancias dentro dos grupos sejam menores que as distancias entre grupos, obtendo-
se 0 numero 6timo de grupos. Nos de ordenacdo, sobressai-se a técnica de analise de
componentes principais que visa a reducdo na dimensionalidade das variaveis, de forma que a
nova combinacdo de variaveis lineares ndo correlacionadas resultante, explique a estrutura de
variancia e covariancia do conjunto de variaveis originais, resultando no agrupamento dos
individuos, com base nas dispersdes em relacéo aos eixos cartesianos (CRUZ et al., 2012).

O uso de técnicas multivariadas na detec¢do da diversidade genética exige certo grau de
estruturacdo nos dados. Diante disto, é importante que critérios diferentes de agrupamento
sejam utilizados e que se considere como correta a estrutura consenso da maior parte deles, para
que seja assegurado que o resultado obtido ndo seja um artefato da técnica utilizada (ARRIEL
et al., 2006; VIANA, 2013). Assim, considerando o consenso da maioria dos agrupamentos na
estacao seca, 0s gendtipos 1 e 2; 4, 5 e 6; 3 e 6; foram considerados similares, e a variedade 7
considerada diferente das demais. Na estacdo chuvosa, as técnicas de analise multivariada
foram divergentes em agrupar os genotipos similares, em consonancia, as variedades 1 e 7,
assim como, 3 e 5, foram consideradas similares. As variedades 4 e 2 foram classificadas

diferentes das demais.
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Tabela 6.4. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e

Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base o
espectro de RMN de H na estagio seca, a medida de similaridade expressa pelo
indice de Jaccard e 0 método de otimizacgdo de Tocher

Grupo Variedades

I 4,5,2,3,6¢el
I 7

Tabela 6.5. Agrupamento das sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e

Nopalea cultivadas na regido semiarida de Pernambuco, tendo como base o
espectro de RMN de 'H na estacdo chuvosa, a medida de similaridade expressa
pelo indice de Jaccard e 0 método de otimizagdo de Tocher

Grupo Variedades
| le7
I 3eb
Il 4
v 2
\% 6

Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)
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03 06 09 A2 A5 A8 22 .25 28 3

Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semiarida de Pernambuco, tendo como base o espectro de RMN de H na
estacdo seca

Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)

Grupo!l {
Grupo Il {zi
V6

Grupo 1l TV
o

o

Figura 6.8.
Grupo | {z;

Grupo Il {2

Grupo Il -[ v

Grupo IV {2

Figura 6.9.
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Dendrograma representativo do agrupamento pelo método UPGMA de sete
variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e Nopalea cultivadas na
regido semiarida de Pernambuco, tendo como base o espectro de RMN de H na
estacdo chuvosa
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Figura 6.10. Dispersédo grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea, em relacdo ao primeiro, segundo e terceiro componente principal (C1,
C2 e C3) tendo como base 0 espectro de RMN de *H na estacéo seca
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Figura 6.11. Dispersédo grafica de sete variedades de palma forrageira dos géneros Opuntia e
Nopalea, em relacdo ao primeiro, segundo e terceiro componente principal (C1,
C2 e C3) tendo como base 0 espectro de RMN de *H na estacéo chuvosa

6.3.4 Determinacao da atividade citotoxica
Os resultados da atividade citotoxica contra células de cancer humano de extrato
etandlico bruto de variedades de palma forrageira (Opuntia e Nopalea), coletadas no periodo

seco e chuvoso encontram-se na Figura 6.12.
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Figura 6.12. Atividade citotoxica contra células de cancer humano (a) HCT-116 (c6lon retal
humano), (b) SF-295 (glioblastoma humano) e (c) OVCAR-8 (ovéario humano) de
extrato etanolico bruto de variedades de palma forrageira (Opuntia e Nopalea),
coletadas no periodo seco e chuvoso. (V1) IPA-100003 (O. ficus indica), (V2)
IPA-200016 (O. stricta), (V3) IPA-200008 (O. atropes), (V4) IPA-100004 (N.
cochenillifera), (V5) IPA-200021 (N. cochenillifera), (V6) IPA-200205 (N.
cochenillifera) e (V7) IPA-200149 (O. larreri). As barras representam a média
(n=3) xdesvio padréo

A resposta dos extratos de palma na concentracdo utilizada apresenta nenhuma ou pouca
atividade (inibicdo do crescimento celular inferiores a 50%) contra as linhagens de céncer
humano utilizadas no estudo. A atividade citotoxica dos extratos contra células cancerigenas
variou entre as variedades, estacdes de coleta do material e entre tipos de células.

Os extratos de palma que tiveram as melhores respostas contra o crescimento de células
cancerigenas HCT-116 (c6lon retal humano) foram: IPA-200008 (V3), IPA-100004 (V4), IPA-

200021 (V5) e IPA-200205 (V6) (estacio seca), e IPA-100003 (V1), IPA-200016 (V2), IPA-
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100004 (V4) e IPA-200021 (V5) (estagdo chuvosa), com média de redugdo no crescimento em
torno de 14% e 17%, respectivamente para o periodo seco e chuvoso. Para as células de SF-295
(glioblastoma humano) a reducdo no crescimento ficou em torno de 24% para 0s extratos das
variedades IPA-100003 (V1), IPA-200016 (V2), IPA-100004 (V4), IPA-200021 (V5) e IPA-
200205 (\V6) (estacdo seca), e 33% para o IPA-200016 (V2) (estagdo chuvosa). Para as células
OVCAR-8 (ovério humano) a reducdo no crescimento ficou em torno de 16% para os dois
periodos entre as variedades IPA-200021 (V5) e IPA-200205 (V6) (Figura 6.12).

A inibicdo do crescimento de células cancerigenas foi maior na estacdo chuvosa, com
excecdo de IPA-200008 (V3) e IPA-200205 (V6) para HCT-116; IPA-200205 (V6) para SF-
295; IPA-100003 (V1) e IPA-200149 (V7) para SF-295 (Figura 6.12).

A sensibilidade das células cancerigenas aos extratos das variedades de palma diferiu
entre os tipos de células. As células de SF-295 (glioblastoma humano) foram as mais sensiveis,
seguidas de HCT-116 (cdlon retal humano) e OVCAR-8 (ovéario humano) (Figura 6.12).

Os resultados apresentados neste trabalho estdo de acordo com os relatados por Chavez-
Santoscoy et al. (2009), estudando a atividade anticancer de extratos de frutas de nove espécies
de palma (Opuntia spp.) sobre a proliferacdo de células de cancer de mama (MCF-7), prostata
(PC3), colo (Caco-2) e hepaticas (HepG2). Os pesquisadores relataram variacdo entre as
espécies de palma, em relacédo a atividade citotdxica, e variagdo na sensibilidade entre os tipos
de células cancerigenas aos extratos de palma (0,5%) incubados por 48 horas. As células mais
sensiveis de cancer foram as de colo (Caco-2) e prostata (PC3), com reducdo média no
crescimento em torno de 15% e 23%, respectivamente. Neste trabalho a resposta das espécies
de palma apresenta pouca atividade (inibicdo de crescimento celular inferiores a 50%) contra
as linhagens de cancer utilizadas no estudo.

Zou et al. (2005), estudando o efeito de extrato aquoso de frutas e sementes de palma
forrageira (Opuntia spp.) sobre a proliferacdo de células de cancer do colo do utero (TCL1,
HelLa e Me180), ovério (IOSE, OVCA420 e SKOV3) e bexiga (UM-UC6, T24 e UM-UC9),
relataram diferenca entre a sensibilidade das células cancerigenas a concentracfes de extrato
utilizadas (0,5; 1; 5; 10 e 25%) e o tempo de exposicao (1, 3 e 5 dias). Os autores relatam que
a concentragdo do extrato aquoso de frutos de palma (1%) é efetiva na inibi¢do de 40-60% do
crescimento de células cancerigenas cervical e do epitélio cervical imortalizado; e que a
inibicdo do crescimento pode chegar proxima a 100%, dependendo da célula cancerigena, da
dose e tempo de exposicao aos extratos. Naselli et al. (2014) estudando a atividade anticancer

de extratos de frutas de O. ficus indica sobre a proliferacdo de células de cancer do carcinoma
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coloretal (Caco-2), relataram que a inibicdo do crescimento das células cancerigenas depende
da concentragdo de extrato utilizada. A concentragéo de 400.000 pg.mL™ de extrato inibiu 50%
do crescimento de Caco-2, a inibicdo chega aos 100% na concentragdo (750.000 pg.mL™)
qguando incubados por 48 horas. Esses trabalhos corroboram com os resultados apresentados
neste estudo, e reforcam a atividade citotdxica de extratos de palma, contra algumas células de
cancer humano, onde essa atividade depende da concentracdo e do tempo de exposi¢do ao
extrato.

Kim et al. (2013) estudando a atividade anticancer de extratos de cladddios de O.
humifusa relataram inibig&o no crescimento de 80,2% para as células de SW480 (c&ncer do colo
do utero) e 54,4% para células de MCF7 (cancer de mama). Os pesquisadores relatam
diferencas na atividade anticancer entre os extratos (hexano, acetato de etila, acetona, metanol
e metano/agua), concentragdes (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pug mL™?) e tempo do ensaio (24, 48 e
72 horas). No geral a inibicdo do crescimento das células cancerigenas dos extratos dos
cladodios ndo chega a 50% quando utilizada a concentragdo (50 pg mL™?) por 72 horas,
corroborando com os resultados do nosso trabalho.

A propriedade anticancer de extratos de palma tem sido atribuida a propriedade
antioxidante dos compostos fenolicos, principalmente os &cidos fenodlicos, flavonoides,
betacianinas e betaxantinas (DHAOUADI et al., 2013; KIM et al., 2013; SERRA et al., 2013;
ZOU et al., 2005). Embora as substancias quimicas responsaveis pela atividade citotoxica neste
trabalho ndo tenham sido isoladas, certamente seja da classe dos flavonoides.

A baixa percentagem de inibicdo do crescimento de células cancerigenas, encontrada
neste estudo, provavelmente esté relacionada a maioria dos flavonoides glicosidicos presentes
no extrato, com porcdes de aglcar ligadas a hidroxila no C-3, perdendo assim, sua capacidade
antioxidante (SANTOS-ZEA et al., 2011). Além disso, pode ser atribuida a sub-dose utilizada
(50 pg mL™ ou 0,005%), ja que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura relata inibicdo
proxima a 100% com doses superiores. Ademais, a maioria dos estudos foi realizada com
extratos de frutos (pericarpo + sementes) e o presente trabalho com cladddios.

Apesar da atividade citotoxica dos extratos de cladodios de palma tenha apresentado
valores baixos contra as linhagens de cancer estudadas nesta pesquisa, 0s resultados sdo
importantes para a utilizacdo desses materiais como suplementos dietéticos naturais preventivos
contra cancer, em populacdes normais e de risco. Pesquisas adicionais precisam ser realizadas
para identificacdo e quantificagdo dos compostos bioativos presentes nos cladodios e outros

Orgaos da planta.
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6.4 Conclusoes

O grupo de substancias quimicas presentes nos cladédios de palma forrageira (Opuntia
e Nopalea) que mais se destacam séo os carboidratos e substancias glicosiladas, lipideos (acidos
graxos e esteroides) e compostos fenolicos (flavonoides). Os carboidratos, as substancias
glicosidicas e compostos fendlicos sdo mais expressivos no periodo chuvoso.

A andlise dos espectros de RMN de *H das variedades de palma pelos métodos de
analise multivariada constata a diversidade genética entre os materiais nas duas estagdes, seca
e chuvosa.

O estudo da atividade citotoxica dos extratos de cladddios de palma forrageira,
variedades (IPA-100003, IPA-100004, IPA-200021, IPA-200205, IPA-200008, IPA-200149 e
IPA-200016), na concentracdo estudada (50 pg.mL™?), apresentam pouco efeito citotoxico
contra as linhagens de cancer humano utilizadas no estudo.

A atividade citotoxica de cladodios de palma é atribuida aos compostos fenolicos, em

especial aos flavonoides.
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7 Consideracdes Finais

Os resultados do estudo quimico e nutricional dos cladodios de variedades de palma
forrageira confirmam o valor nutritivo dos mesmos tanto na nutricdo animal quanto na nutricdo
humana. Os teores de carboidratos, minerais e compostos fendélicos se equivalem ou mesmo séo
superiores a muitas outras fontes naturais ja conhecidas. Além do mais, 0os componentes
quimicos e nutricionais da palma tém uma ampla variacao, tanto em sua composi¢ao quanto no
seu conteudo, e variam entre as espécies botanicas estudadas, dentro da mesma espécie, entre
cladddios dentro do gendtipo, e época do ano de coleta do material.

Os estudos confimaram também que os metabdlitos secundarios (compostos bioativos)
presentes na palma forrageira tém acdo antioxidante e citotdxica contra células de cancer
humana estudadas (HCT-116-c6lon retal humano, SF-295-glioblastoma humano e OVCAR-8-
ovario humano). Provavelmente, essas substancias sdo da classe dos compostos fendlicos
(&cidos fendlicos e flavonoides) e/ou esterois identificados nos cladédios. Do mesmo modo que
a composicdo gquimica, a atividade antioxidante e citotdxica do extrato etandlico bruto dos
cladodios, varia entre as espéecies botanicas estudadas, dentro da mesma espécie, épocas do ano
e tipos de células cancerigenas. Isso era esperando uma vez que essas atividades estdo
associadas a composicao e concentracdo de metabolitos secundarios com acao antioxidante no
extrato da planta, e agressividade das células cancerigenas.

Essa pesquisa contribui para ajudar na selecdo das variedades, idade dos cladddios, e
mesmo a época do ano mais propicia a colheita dos cladddios visando obter as maiores
propriedades nutritivas e nutracéuticas desse alimento. Serve também, como material de
referéncia na adicdo de cladddios de palma forrageira ndo somente na nutricéo e salude animal,
mas como ingrediente para alimentos funcionais na nutricdo e saide humana. No entanto,
estudos sdo necessarios, principalmente, em relacdo a toxicidade desse alimento na nutricdo
humana.

Além do mais, essa pesquisa ird servir de ajuda no melhoramento genético da palma
forrageira visando a escolha de gen6tipos mais adaptados e/ou resistentes aos diversos estresses
abioticos e bioticos. Ja que o acimulo de metabdlitos secundarios esta associado ao sistema de
defesa da planta para enfrentar tais estresses, particularmente o oxidativo.

Estudos adicionais nessa area sdo necessarios para identificar e quantificar os
metabolitos secundarios presentes nas diferentes partes (flor, fruto, cladddio, semente e raiz) da

planta e correlaciona-los com a capacidade antioxidante, citotdxica e nutracéutica. Além disso,
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esses estudos devem estender-se para as diversas variedades cultivadas em cada regi&o do Brasil
nas diversas épocas do ano.

Os resultados do estudo da diversidade genética utilizando caracteristicas fenotipicas,
quimicas e nutricionais indicaram que o teor de agua, massa fresca dos cladodios, conteido de
flavonoides e potassio foram as caracteristicas que mais contribuiram para a variabilidade
genética entre os genodtipos. Essas caracteristicas estéo significantemente correlacionadas com
massa seca, largura, comprimento, area, extrato ndo nitrogenado e compostos fendlicos dos
cladddios.

Essa pesquisa também agrupou as variedades de acordo com suas similaridades,
facilitando a escolha de cruzamentos entre gendtipos viéveis, visando ganho genéticos entre as
caracteristicas de interrece. No entanto, as classificacdes dos gendtipos em grupos divergiram
entre os métodos utilizados, e caracteristicas analisadas. Além do mais, esperava-se que 0S
genotipos dos géneros Opuntia e Nopalea fossem classificados em grupos distintos, e isso ndo
aconteceu, tanto quando agrupados pelas caracteristicas morfoldgicas, quanto pelas quimicas e
nutricionais. Onde existiu grupos que continham geno6tipos dos dois géneros.

A classificacdo dos genétipos em grupos pelas caracteristicas morfoldgica divergiram
dos agrupamentos feitos pelas caracteristicas quimicas e nutricionais. Provavelmente essa
divergéncia se da pelo fato da classificagdo dos genotipos de palma através de caracteristicas
fenotipicas e/ou quimicas ser muito dificil, uma vez que fatores edafoclimaticos interferem
diretamente nessas caracteristicas.

Ademais, a identificacdo taxonémica dos gendtipos pode ter sido comprometida, uma
vez que alguns exemplares vieram do Mexico ja identificados e outros foram desenvolvidos
pelo programa de melhoramento genético do IPA e identificados por especialistas desta mesma
instituicdo. Como a classificacdo taxondmica das cactaceas, especialmente as dos géneros,
Opuntia e Nopalea, atraves de caracteristicas fenotipicas ser complicada, pode ter tido erro na
hora da identificacdo dos genotipos. Pois, as espécies desses géneros apresentam variagcdo
fenotipica de acordo com as condi¢des ambientais, além do mais, sdo frequentes os casos de
poliploidia, e a existéncia de muitos hibridos interespecificos.

Assim, os resultados sugerem perspectivas de trabalhos futuros com o objetivo de
explorar a variabilidade encontrada entre os genotipos de palma estudados e a possibilidade de
utilizacdo de outras metodologias como a de marcadores moleculares de proteinas, marcadores
guimicos (metabolitos secundarios), caracteristicas fisioldgicas e bioguimicas, e também a

variacdo cromossémica para a determinacdo da variabilidade genética; proporcionando desta
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forma uma analise complementar aos estudos realizados por meio de caracteristicas fenotipicas,

quimicas e nutricionais.
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ANEXO A

Estrutura de alguns dos metabolitos secundarios encontrados nos géneros Opuntia e Nopalea.
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ANEXO B

Precipitacdo da area de cultivo das variedades de palma forrageira (Opuntia e Nopalea) de

janeiro de 2010 a janeiro de 2014. Dados obtidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia

(INMET), localizado na estacéo experimental do IPA em Arcoverde-PE.
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ANEXO C

Teor de 4gua no solo do local de cultivo das variedades de palma forrageira, nos dias da coleta
das amostras, 19.02.2013 (periodo seco) e 10.05.2013 (periodo chuvoso).
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ANEXO D

Aspecto visual das variedades de palma forrageira, no periodo seco e chuvoso.

IPA-100003 (O. ficus indica)

Periodo chuvoso
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IPA-200016 (O. stricta)

o> 3 2

Periodo seco

Periodo chuvoso
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IPA-200008 (O. atropes)

Periodo chuvoso
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IPA-100004 (N. cochenillifera)
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IPA-200021 (N. cochenillifera)

Periodo chuvoso
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IPA-200149 (O. larreri)

Periodo chuvoso
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