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RESUMO

CASTRO, Ana Hortência Fonseca. Aspectos da propagação, ecofisiologia e
fitoquímica do murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.): uma
espécie medicinal do Cerrado. 2003. 130 p. Tese (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal deLavras, Lavras, MG.

O murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) é uma espécie
pertencente à família Malphigiaceae eapresenta-se amplamente distribuída pelas
diferentes regiões do Cerrado brasileiro. Éuma planta melífera, de grande valor
econômico, devido ao seu potencial medicinal e alimentício. Para uso
terapêutico utilizam-se a casca, ramos com folhas e frutos. A casca é
adstringente e apresenta um teor de 15 a 20% de taninos, que além de ser o
principal princípio ativo desta espécie, toma-a também importante na indústria
do curtume. Sua propagação ocorre através de via sexuada, cujas sementes
apresentam baixa percentagem de germinação. O desenvolvimento das plantas
no campo é considerado de lento a moderado, não ultrapassando l,5m aos 2
anos de idade. Fatores ambientais como água, luz e temperatura, entre outros,
influenciam diretamente o crescimento, desenvolvimento e a produção vegetal,
por promoverem alterações físicas e químicas no metabolismo. Hipóteses
ecológicas, que tentam explicar as estratégias adaptativas das plantas, sugerem
que a produção dos princípios ativos vegetais está relacionada a processos de
crescimento ou diferenciação, regulados pela disponibilidade de recursos
ambientais. Assim, pesquisas que investiguem o comportamento das espécies
medicinais e a produção dos princípios ativos vegetais, em relação a diferentes
fatores do ambiente físico, podem indicar condições adequadas de manejo que
otimizem suas produções, proporcionando uma exploração mais racional do
potencial medicinal dessas espécies. Neste contexto, este trabalho teve como
propósitos principais estabelecer uma metodologia de propagação in vitro, por
via sexuada, visando a otimização da produção do murici em larga escala,
avaliar o comportamento fisiológico de plantas já estabelecidas, frente a
condições sazonais e caracterizar possíveis efeitos sazonais do ambiente físico
na atividade da enzima fenilalanina amônia-liase e nos teores de fenóis e taninos
totais nesta espécie.

Comitê Orientador: Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (Orientador), Angela
Maria Soares - UFLA e Maria Cláudia MarxYoung - Instituto de Botânica/SP
(Co-orientadoras).



ABSTRACT

CASTRO, Ana Hortência Fonseca. Propagation aspects, ecophysiology and
phytochemistry of murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.): a
medicinall plant of Brazitian Cerrado. 2003. 130 p. Thesis (Doctorate in
Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

The murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) is a species
which belongs to Malphigiaceae family and is widely distributed throughout
difíerent regions ofBrazilian Cerrado. It is ahoney plant, with great economical
value, due to its medicinal and food potential. Its bark, branches wrth leaves and
fruits are used for therapeutic purposes. Thebark is bitter and presents a content
of 15 to 20% tannin, that besides being the main active principie ofthis species,
becomes also important in the tannery industry. Its propagation occurs through
sexual way, and the seeds present lower percentage of germination. The plant
development in the field is considered slow to moderate, not exceeding 1,5 m
height at2 years of age. Environmental factors as water, light and ternperature,
besides other factors, influence directly the growth, development and vegetation
production, since they promete physical and chemicals alterations in the
metabolism. Ecológica! hypothesis, that expiam the adapted strategies of planes,
suggest that the production ofvegetable active principies is related tothe growth
or diffèrentiation processes, regulated by the availability of environmental
resources. Tnus, researches that investigate the behavior of medicinal species
and the production of vegetable active principies related to different factors of
physical environment, can indicate adequate condrtions of management that
optimizetheir production, providing amore reasonable exploitation ofmedicinal
potential ofthese species. In this context, the objective ofthe present work was
to establish a methodology of in vitro propagation, through seeds in order to
optimize of murici production in a large scale; to evaluate physiological
behavior of plants already established under seasonal condrtions; and to
characterize point out seasonal effects of physical environment in the
phenylalanine ammonia-lyase activity as well as the total phenolic and tannin
contents.

Guidance Committee: Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (Adviser^ Angela
Maria Soares - UFLAandMaria Cláudia Marx Young - Instituto de Botânica/SP
(Co-adviser).



CAPÍTULO 1: ASPECTOS DAPROPAGAÇÃO, ECOFISIOLOGIA E

FITOQUÍMICA DE Byrsonima verbascifolia Rich. exA. Juss.: UMA

ESPÉCIE MEDICINAL DO CERRADO

1 INTRODUÇÃO GERAL

A utilização deespécies medicinais notratamento de enfermidades e na

recuperação da saúde é tão antiga quanto a própria história da humanidade. A
fitoterapia, associada aos conhecimentos ligados à flora e suas propriedades
curativas têm rompido barreiras, sendo transmitidos através degerações.

Atualmente, tem-se observado uma crescente expansão na indústria de

fitoterápicos, em decorrência de alguns fatores, como o alto custo dos
medicamentos industrializados, a retomada da consciência ecológica, buscapor

medicamentos mais naturais e ao respaldo científico decorrente do avanço nas

pesquisas com espécies medicinais, o que impulsionou a utilização mais segura

das plantas. Entretanto, devido à exploração indiscriminada das espécies,

algumas plantas utilizadas tradicionalmente têm desaparecido eo uso sustentado
dosrecursos naturais temsidoobjeto dediscussão pela comunidade cientifica.

OBrasil apresenta grande parte do seu território recoberto pordiferentes

espécies medicinais, distribuídas em vários ecossistemas. Estima-se que o

Cerrado brasileiro contribua com 10.000 espécies de plantas, das 60.000

fànerógamas distribuídas pelo país. Destas, várias destacam-se pelo seu

potencial econômico, sendo utilizadas na alimentação, na produção de madeira,

como espécies ornamentais e na medicina popular, devido às suas propriedades

medicinais, muitas delas, demonstradas em ensaios químicos e biológicos.

Apesar deste inestimável potencial, o Cerrado tem sido pouco explorado em
relação aos vários recursos disponíveis, principalmente no que diz respeito a

muitos aspectos de sua flora medicinal, que ainda permanecem desconhecidos.



Investigações a respeito do comportamento das espécies medicinais, sob

determinadas condições ambientais, podem acrescentar inestimável contribuição

para a otimização na produção dos princípios ativos vegetais, em escala

comercial, além deserem importantes para a preservação dasespécies.

Entre a riqueza de espécies medicinais do Cerrado brasileiro,

selecionou-se para este trabalho o "murici", uma espécie de elevado potencial

medicinal e nutritivo, podendo também serutilizada como umaalternativa para a

recuperação de áreas degradadas. Sua casca, utilizada tradicionalmente na

medicina popular, é ricaemtanino, princípio ativo adstringente, muito utilizado

no tratamento de inflamações, queimaduras e como cicatrizante local.

Entretanto, essa espécie apresenta como entrave para a sua produção em larga

escala, a baixa percentagem de germinação de suas sementes e o

desenvolvimento vegetativo lento dasplantas em condições naturais.

Tendo em vistaa dificuldade depropagação por via sexuadado murici e

a hipótese de que as plantas desenvolvem um comportamento fisiológico,

bioquímico e químico diferenciado, em resposta a variações sazonais no

ambiente físico, este trabalho teve como objetivos principais estabelecer uma

metodologia de propagação in vitro, por via sexuada, visando a otimização da

produção desta espécie em larga escala, avaliar o comportamento fisiológico de

plantas em ambiente natural, em resposta a variações sazonais e caracterizar

possíveis efeitos dessas variações na atividade da enzima fenilalanina amônia-

liase e nos teores de fenóis e taninos totais.

2REFERENCIAL TEÓRICO GERAL

2.10 Meio Ambiente dos "Cerrados": a vegetação, o clima e os solos

O Cerrado brasileiro representa o segundo maior bioma do paísemárea,

apenas superado pela Floresta Amazônica, sendo, aproximadamente, 25% do

V



nosso território coberto por esta vegetação (figura 1). Ocupa uma área de cerca

de 2 milhões de Km2, dos quais 90% encontram-se situados na região do Brasil

Central, abrangendo os Estados de Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso,

Goiás e Bahia (figura 2) (Ribeiro & Walter, 1998; Rodrigues, 1998).
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Figura 1: Tipos de vegetação do território brasileiro (Fonte: IBGE, 2002 - adaptado).

Figura 2: Distribuição das áreas de Cerrado no Brasil (Fonte: Fundação Biodiversitas,
2002 - adaptado).



Estende-se para fora do Brasil Central em manchas ao norte, cobrindo o

sul do Maranhão e o norte do Piauí; a oeste, numa faixa estreita até Rondônia;

para sul e sudeste, como uma série de áreas disjuntas, cobrindo

aproximadamente 1/5 do Estado de São Paulo e metade do Estado de Minas

Gerais. Ocorre também como áreas pequenas e disjuntas do Nordeste,

entremeando a Caatinga ou ao longo da borda entre a Caatinga e Floresta

Atlântica (Silva Júnior, 1984).

Segundo Rodrigues (1998), entende-se por Cerrado ou savana tropical,

um tipo de cobertura vegetal bastante característico: uma vegetação rasteira,

constituída principalmente por gramíneas, coexistindo com árvores e arbustos

esparsos, baixos, tortuosos, de casca grossa, folhas largas e sistema radicular

profundo. Para Ribeiro & Walter (1998),trata-se de um complexo vegetacional,

que possui relações ecológicas e fisionômicas com outras Savanas da América

Tropical e de continentes como a África e Austrália.

Neste complexo vegetacional, encontra-se uma grande variedade de

sistemas ecológicos, variados tipos de solos, clima, relevo e altitude,

prevalecendo em quase toda a sua extensão, uma combinação peculiar de

condições edafo-climáticas, que deu origem à vegetação xeromorfa que a

caracteriza (Veloso et ai., 1991).

Baseado nos tipos fitofísionômicos que compõem o mosaico

vegetacional do Cerrado, Pereira (1993) apresenta 5 tipos fitofísionômicos

básicos para a vegetação do Cerrado: a) Campo Sujo: a forma de menor

biomassa, muito aberta, com predomínio de gramíneas e espécies herbáceas,

entremeada por arbustos e árvores muito espaçadas (o que dá o aspecto de

campo sujo com árvores); b) Campo Limpo: campos revestidos maciçamente

por gramíneas e outras espécies herbáceas, às vezes com pequenos arbustos

muito afastados e ausência de árvores; c) Campo Cerrado: forma de Cerrado

que ocorre em solos rasos, cascalentos, com composição florística



assemelhando-se à do Cerrado propriamente dita, sendo que a cobertura vegetal

toma-se mais banca, com árvores esparsas e muitos arbustos; d) Cerrado sensu

stricto: caracteriza-se pela presença de estratos arbóreo e arbustivo herbáceo
definidos, com árvores distribuídas aleatoreamente pelo terreno, em diferentes
densidades. Apresenta paisagem com árvores tortuosas, cascas grossas e

gretadas, mterrompida algumas vezes por uma outra árvore de porte mais ereto e
emergente; e) Cerradão: tipo vegetacional peculiar, que difere do Cerrado
propriamente dito pelo seu aspecto florestal, pois além de possuir maior
densidade,as árvores não são tão ramificadas quantoneste.

Segundo Buschbacher (2000), este gradiente de formas fitofísionômicas
do Cerrado é decorrente de fetores ambientais, que condicionam a ocorrência

das espécies, tais como fatores físicos equímicos do solo (principalmente baixos
teores de nutrientes e altos teores de alumínio), a geologia, condições

topográficas, fetores climáticos, fogo e a intervenção humana. A natureza
xeromórfica da vegetação do Cerrado, ainda é objeto de pesquisa, apesar de ter
sido inicialmente relacionada à pobreza dos solos em elementos minerais

(essenciais ao crescimento), alta acidez e excesso de alumínio, culminando na

teoria do "escleromorfismo oligotrófíco" de Arens (1958).

O clima das áreas de ocorrência do Cerrado brasileiro é bastante

heterogêneo, sendo dividido por Azevedo &Caser (1980) em 5 sub-regiões: a)
Sub-região com influência amazônica, mais quente eúmida (norte de Goiás e
Mato Grosso e oeste do Maranhão); b) Sub-região com influência do trópico

semi-árido, mais quente e seca Oeste de Goiás, norte de Minas Gerais, Bahia e
Piauí); c) Sub-região de Cerrado em clímax, constituída pela área nuclear da
regjão; d) Sub-região com influência austral continental, mais fria e seca
(Mato Grosso do Sul, sul de Goiás e norte de São Paulo); e) Sub-região com
influência austral atlântica, mais fria e úmida (sul e sudoeste de Minas

Gerais).



De acordo com Adámoli et ai. (1986), o Cerrado caracteriza-se pela

presença de invernos secos e verões chuvosos, um climaclassificado como Aw,

segundo a classificação climática de Kõppen (tropical chuvoso, com duas

estações bem definidas: seca (de abril a setembro) e chuvosa (de outubro a

março), com precipitação média anualna ordem de 1500 mm, variando de 700 a

2000 mm. A temperatura média anual situa-se na faixa de 20 a 26°C, sendo a

temperatura média domêsmais frio superior a 18°C (Ribeiro &Walter, 1998).

A heterogeneidade da região do cerrado também se manifesta na

altimetria, com predominância de áreas de maior altitude nas partes central e

sudeste, situando-se ao norte as áreas mais baixas. As áreas com altitudes abaixo

de 300m constituem 22% da superfície da região do cerrado, áreas entre 300 e

900m constituem 73% e áreas acima de 900m constituem 5% (Adámoli et ai.,

1986). Deacordo comRibeiro & Walter (1998), o contraste entre as superfícies

mais baixas (inferiores a 300m), as longas chapadas (entre 900 e 1600m) e a

extensa distância em latitude, conferem ao Cerrado uma diversidade térmica

bastante grande.

Segundo Ker & Resende (1996), as principais unidades de solos que

ocorrem nasregiões de "cerrados" sãoos Latossolos, ocupando cerca de 46,06%

dototal. O solo doCerrado secaracteriza por possuir baixa fertilidade, pHácido

e elevada saturação de alumínio. O alumínio é tóxico para a grande maioria das

espécies cultivadas, promovendo a paralisação do sistema radicular e,

consequentemente, prejudicando o desenvolvimento das plantas.

Apesar de ser um bioma pouco estudado, o Cerrado constitui uma das

regiões de maior biodiversidade do planeta, com um grau de endemismo

significativo (Buschbacher, 2000). No entanto, a ocupação humana, estimulada

poruma série de políticas desenvolvimentistas, tem transformado a região em

uma paisagem fragmentada e em um ambiente onde predomina o sistema

agropastoril. Segundo Buschbacher (2000), estudos recentes indicam queapenas



10% deste bioma ainda possui uma vegetação nativa, em estado relativamente

jrtacto.

Nos anos 70, o Cerrado tomou-se motivo de preocupação para

Desquisadores de órgãos e instituições privadas egovernamentais, em relação à
sua potencialidade. A EMBRAPA, através do Centro Nacional de Recursos
Genéticos (CENARGEN), vem desenvolvendo levantamentos de espécies
medicinais do Cerrado, as quais estão sendo selecionadas para inclusão na lista
de espécies prioritárias para conservação. Entre elas, citam-se alguns gêneros
como Brosimum, Byrsonima, Pterodon e Stryphnodendron. Até o presente já

foram reconhecidas e identificadas cerca de 200 a 250 espécies nativas das

regiões dos cerrados, utilizadas pela população mais carente, com as seguintes
finalidades: cicatrizantes, infecções do fígado e rins, emenagogo, doenças

venéreas, contusões epancadas, carminativas, diarréias, verminoses, afrodisíaco,

bronquites, gripes, entre outras (Rodrigues, 1998).

2.1.1 O Cerrado do Sul de Minas Gerais

Aproximadamente, 17% da área do Cerrado brasileiro encontra-se em

Minas Gerais e 53%da área do Estado (30,8 milhões de hectares) são recobertos

por esta vegetação. Quase todo este Cerrado localiza-se a oeste, em sua maior
parte e, em áreas disjuntas, no sudeste e sul do Estado (figura 3) (Carvalho,
1987; Rodrigues & Carvalho, 2001).

Segundo Azevedo & Caser (1980), o sul e o sudeste de Minas Gerais

estão sob a influência austral Atlântica, com um clima mais frio e úmido. Pela

classificação de Kõppen, a região apresenta o clima Cw (temperado chuvoso),
macrotérmico, com inverno seco, com variações entre Cwa (subtropical) e Cwb

(temperado propriamente dito), devido a alterações de temperatura (Carvalho,
1987). De acordo com Rodrigues & Carvalho (2001), o clima predominante na



região é tropical de altitude, com temperatura média anual variando de 19-2TC

e com precipitação anual entre 1200 a 1500 mm.

ESTADO DE MINAS GERAIS

ZONEAMENTO AGROCLIMÁTICO

VEGETAÇÃO NATURAL

8CAATMOA

CAUFO RUPESTRE DÉAITTTUDE

3 CERRAOOECABPOCERRAOO
O flORESTA ATlANTCA

Figura 3: Localização das áreas de Cerrado no Estado de Minas Gerais (Fonte: SEA,
1996-adaptado).

Dentre os solos que predominam na região, destacam-se os solos

Litóticos, Cambissolos, Podozólicos vermelho-amarelo, Latossolos vermelho-

amarelo, Hidromórficos e Aluviais (Rodrigues & Carvalho, 2001). Ainda, de

acordo com esses mesmos autores, a região apresenta vegetação bem

diversificada, com formações florestais, constituídas por prolongamentos da

Floresta Atlântica através do Planalto Central, formações campestres e

formações antrópicas. Segundo Carvalho (1987), o Cerrado aparece na região,

sob a forma de manchas, condicionadas pela ocorrência de solos mais arenosos e

profundos. Apresenta gradações que vão desde cerradões, passando pelos

cerrados, até os campos limpos.



L2 Caracterização botânica e importância econômica do murici

O murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) é uma espécie

jertencente à família Malpighiaceae, sendo também conhecida como murici-

:ascudo, douradinha-fàlsa, mirici, muricizinho, orelha-de-burro, orelha-de-veado

5semaneira (Almeida et ai., 1998; Lorenzi, 1998; Rodrigues & Carvalho, 2001).

Segundo Barroso (1991), a família Malpighiaceae é constituída por
aproximadamente 63 gêneros, que abrangem uma média de 800 espécies. No
Brasil ocorrem 32 gêneros, com aproximadamente 300 espécies, distribuídas nas

diferentes regiões. O gênero Byrsonima ocorre principalmente nas regiões de

cerrado, cerradão e campo cerrado, sendo distribuído pelos Estados de Alagoas,

Amapá, Bahia, Distrito Federal, Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Pará, Paraná, São Paulo e Tocantins (Almeida et ai., 1998;

Lorenzi, 1998).

O murici é uma planta perene e arbustiva, medindo de 3 a 4mdealtura,

com reprodução por sementes (Silva etai., 1994). Apresenta tronco muitas vezes

torto e ramificado, com a casca espessa e muito fragmentada. Suas folhas são

opostas, obovadas agudas, simples, inteiras, curto-pecioladas, com superfície

densamente pilosa, em ambas as faces, com 14-20cm de comprimento e 6 a

12cm de largura. Apresenta inflorescências axilares e terminais, em racemos

densos, com muitas flores de coloração amarela (figura 4). Seu período de

floração ocorre entre os meses de setembro a novembro e esporadicamente em

outras épocas (Barras, 1992; Lorenzi, 1998). O fruto é do tipo drupa, com

aproximadamente 1,3 a 1,5 cm de diâmetro e amarelo; mesocarpo carnoso e

tino; nuculânio constituído de 1 a 3 lóculos, com aproximadamente 6mm de

diâmetro, adnatas aoendocarpo (Almeida et ai., 1998; Lorenzi, 1998) (figura 5).

O embrião é dotipo circinado, ou seja, cilíndrico, enrolado em espiral (Barroso,



1991). De acordo com Silva et ai. (1994), encontram-se, aproximadamente, 100

a 500 frutos por planta, pesando de 1a 4g por fruto.

•• • ----

- •;-;.
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Figura 4: Aspecto geraldo murici naáreaexperimental. Ijaci, MG. 2002.
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Figura 5: Frutos e sementes de murici. A) 1. Frutos; 2. Endocarpos esclerificados; 3

Sementes. B) 1. Endocarpo escleri ficado; 2. Endocarpo rompido mostrando as

sementes no interior; 3. Sementes. UFLA. Lavras, MG. 2002.



f BIBLIOTECA CENTRAL - LFLA

É uma planta melífera e, para uso medicinal, utilizam-se a casca, ramos

com folhas e frutos (Almeida et ai., 1998; Rodrigues & Carvalho, 2001). A

casca éadstringente eapresenta um teor de 15 a20% de taninos que, além de ser

oprincipal princípio ativo desta espécie, torna-a também importante na indústria
de curtume (Silva Filho, 1992; Almeida et ai., 1998). Segundo Silva Filho

(1992), na tdnturaria, acasca é usada na extração de um corante preto, utilizado
no tingimento de tecidos, conferindo cor cinzenta ao algodão. Na alimentação, o
fruto de sabor agridoce, lembrando o marolo, écomestível ao natural e usado na

fabricação de doces, licores, sucos e sorvetes. Sua madeira é amarela ou

avermelhada, acetinada e brilhante, própria para a construção civil e marcenaria

de luxo (Almeida et ai., 1998).

Raras são as informações sobre a propagação de Byrsonima

verbascifolia, assim como de outras espécies do gênero Byrsonima. De acordo
com Lorenzi (1998), a propagação do murici se fez por via sexuada, cujas

sementes apresentam baixa percentagem de germinação. As sementes são

obtidas através de frutos colhidos diretamente das árvores, quando do início da

queda espontânea ou recolhidos do chão, após a queda. Em seguida, devem ser

deixados amontoados em sacos plásticos, até a decomposição parcial da polpa,

visando facilitar a remoção da semente, através da lavagem em água corrente.

Logo após acoleta e processamento do fruto, as sementes devem ser colocadas

para germinar em canteiros a pleno sol, com substrato arenoso. A emergência
ocorre entre 4 a 9 semanas. O desenvolvimento das plantas no campo é

considerado lentoa moderado, não ultrapassando 1,5m aos 2 anos.

A frutificação ocorre de novembro a fevereiro, podendo ocorrer

esporadicamente em outras épocas. A produção de frutos é irregular e alta.
Contudo, os frutos caem facilmente quando maduros, sendo comestíveis e muito

apreciado por pássaros (Silva etai., 1994; Almeida etai., 1998).
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Várias são as propriedades terapêuticas atribuídas a Byrsonima
verbascifolia. A casca é anti-febrífuga e adstringente, sendo tóxica em doses

elevadas, os ramos com folhas possuem atividade anti-sifílítica, dhirética e

emética e os frutos, se ingeridos com açúcar, constituem um laxante brando,

além de serem utilizados no combate de tosses e bronquites (Almeida et ai.,
1998;Rodrigues & Carvalho, 2001).

2.3 Aspectos gerais dos taninos vegetais e da enzima fenilalanina

amônia-liase

As plantas geralmente produzem uma grande variedade de compostos

orgânicos, que exercem funções vitais em seu organismo, participando de

processos básicos como a divisão celular, crescimento, respiração,

armazenamentode substâncias e reprodução. Tais substâncias são denominadas

metabólitos primários e têm sido exaustivamente estudadas (Bourgaud et ai.,

2001). Além destas, outras substâncias são produzidas, geralmente em

quantidades menores que 1% da fitomassa. Estas substâncias apresentam papéis

biológicos tão importantes quanto aodos metabólitos primários, sendo definidas

como metabólitos secundários (Dey& Harbome, 1997).

Segundo Harbome (1999), os metabólitos secundários são geralmente

classificados de acordo com suas rotas biossintéticas. Três grandes classes são

normalmente consideradas: oscompostos fenólicos, os terpenos e esteróides e os

alcalóides, os quais apresentam distribuição restrita no reino vegetal, o que

constitui a base da quimiotaxonomia e ecologia química. De acordo com

Bourgaud et ai. (2001), os produtos secundários apresentam um papel

importante na adaptação das plantas ao seu ambiente, atuando como defesas

químicas, aleloquimicos, antioxidantes e protetores fbliares, além de

representarem uma importante fonte de produtos fàrmacologicamente ativos.
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Levantamentos recentes, realizados empaíses ocidentais têm mostrado que 25%

das moléculas utilizadas na indústria farmacêutica são naturais e de origem

vegetal.

De acordo com Harbome (1999), dentre a ampla variedade de

metabólitos secundários, vários contêm pelo menos um grupo fenólico. Estas

substâncias, classificadas como compostos fenólicos, representam um grupo

bastante heterogêneo e desempenham uma variedade de funções químicas nas

plantas.

2.3.1 Taninos

Os taninos são substâncias polifenólicas, solúveis em água, com massa

molecularentre500 e 3000 Dalton, os quais apresentam a capacidade de formar

complexos insolúveis em água com alcalóides, gelatinas e outras proteínas

(Santos et ai., 2000). São substâncias com sabor adstringente e que têm a

capacidade decurtir o couro, processo esteconhecido como tanização.

V Os taninos são substâncias amplamente encontradas no reino vegetal.

Para Perevolotsky (1994), aproximadamente 80% das dicotiledôneas lenhosas

perenes conhecidas contêm taninos, os quais localizam-se em folhas, frutos,

raízes, sementes e especialmente na casca. Sua proporção nos vegetais é

considerável, variando, contudo, em diferentes espécies do mesmo gênero

(Matos & Matos, 1989). Nas células vegetais estão localizados separadamente

das proteínas e enzimas do citcplasma, dissolvidos no interior dos vacúolos e

geralmente contribuem para a adstringéncia dos alimentos e também para

reações de escurecimento enzimático (Parra Pozo, 1997).

Segundo Aerts et ai. (1999), os taninos são substâncias não

cristalizáveis, difíceis de se separar, formam soluções coloidais na presença de

água e apresentam reação ácida e forte sabor adstringente. Provocam a

precipitação de soluções de gelatina e de alcalóides; com sais férricos formam
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compostos solúveis, de coloração azul-escura ou preto esverdeada; com o

fèrricianeto de potássio e amônia, produzem cor vermelho-escura. Na presença
de sais de cobre, chumbo e estanho, bem como solução forte de dicromato de

potássio aquoso (ou 1% de ácido crômico), os taninos são precipitados.

Haslam (1996) relata que, na medicina tradicional são bastante

utilizados como antídoto no caso de envenenamento por alcalóides, no
tratamento de queimaduras, na forma de solução aquosa e nas infecções

intestinais, pela sua ação adstringente. Possuem também propriedades

hemostáticas nas hemorragias de origem capilar, por precipitarem as proteínas

do soro, formando coágulos. Vários grupos têm investigado as atividades

farmacológica e biológicados taninos, utilizando-se de testes in vitro realizados

com extratos ricos nestas substâncias. Dentre estas atividades podem-se citar

ação bactericida (Evans et ai., 2002), ação fungicida (Scalbert, 1991), ação

antiviral (De Bruyne etai., 1999), ação anti^rotozoárica (Otshudi et ai., 2000),

açãoanticarcinogênica e anti-oxidante (Chung et ai., 1998).

Os taninos vegetais são classificados em duas grandes categorias: os

taninos condensados e os taninos hidrolisáveis. Os taninos condensados (figura

6A)sãooligômeros e polímeros formados pelapolimerização oxidativa de duas

ou mais unidades dos difenüpropanóides flavan-3-ol (catequina) ou flavan-3,4-

diol (leucoantocianidina), que se unem por meio de ligações carbono-carbono

(De Bruyne et ai., 1999). Esta classe de taninos é também denominada de

proantocianidina e mais recentemente, poliflavonóides (Schofield et ai., 2001).

Para De Bruyne et ai. (1999), os taninos condensados, ao serem aquecidos na

presença de ácidos minerais fortes, são oxidativamente despolimerizados,

formando pigmentos antocianidínicos e outros produtos não bem caracterizados,

tais como os taninos vermelhos.

Os tanmos hidrolisáveis (figura 6B) são compostos de ácido gálico ou

de sua condensação, produzindo o ácido elágico, que também constitui uma
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unidade básica, e que seencontram estereficados agrupos hidroxilas da glucose.

São hidrolisáveis por enzimas ou ácidos, produzindo como produtos umaçúcar,

um álcool poliidrico eum ácido. Os taninos hidrohzáveis são divididos em dois
tipos: os galotaninos e os elagitaninos. Ambos os tipos possuem carboidratos,

tipicamente a glucose; porém, os que contêm ácido gálico são definidos,

freqüentemente, como galotaninos e, quando contêm, além do ácido gálico, um

ácido elágico, são chamados elagitaninos (Müeller-Harvey, 2001).

Figura 6: Estrutura geral de umtanino condensado (A), onde n é usualmente 1-10. (B)
Tanino hidrolisável, consistindo de glucose e 8 moléculas de ácido gálico

(adaptado de Taiz &Zeiger, 1998).
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Segundo Mehansho et ai. (1987), as plantas possuem, simultaneamente,

taninos hidrolisáveis e condensados, mas com o predomínio de um deles. A

quantidade relativa de taninos varia de acordo com o órgão, idade e estádio de

desenvolvimento da planta.

Para De Bruyne et ai. (1999), os taninos, assim como quase todos os

compostos fenólicos, derivam-se de um intermediário biossintético comum, a

fenilalanina ou de seu precursor ácido shiquímico, produzidos através da rota do

shiquimato (figura 7). Esta rota promove a conversão dos carboidratos

precursores D-entrose-4-fosfato e do ácido fosfoenol pirúvico (PEP), nos

aminoácidos aromáticos fenilalanina ou tirosina e está presente em vegetais,

fungos e bactérias, porém, não é encontrada em animais (Taiz &Zeiger, 1998).

(a partir da Rola das Lntrosc 4-
Pcntosc Fosfato) fosfato

;
Ácido Gálico

;
Taninos Hidrolizáveis

r
Rota do Ácido

Chiquímico

4
Fenilalanina

(ou tirosina)

i
Ácido Cinâmico

t
Compostos

Fenólicos Simples

i

PEP (a partir da glicólise)

V
Flavonóides

Taninos

Condensados

Acctil CoA

,

Rota do Ácido

Malónico

Miscclània de

Compostos Fenólic

Lignina

Figura 7: Os fenólicos vegetais são biossintetizados através de diferentes caminhos. Em

vegetais superiores muitos fenólicos são derivados, pelo menos em parte da

fenilalanina, viarotadoácido shiquimico (adaptado de Taiz & Zeiger, 1991).
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Os taninos condensados apresentam, como precursor básico, o ácido

trans-cinâmico, um fenilpropanóide produzido pela desaminação da fenilalanina,
reação esta catalizada pela enzima fenihlanina-amônia-liase. A partir da
produção do ácido trans-cinâmico, uma cascata de reações leva à síntese de
diferentes compostos fenólicos vegetais, incluindo os tanmos condensados
(Aerts et ai., 1999). Os taninos hidrolisáveis são derivados diretos do ácido
gálico, que apresenta como precursor básico a fenilalanina. lârtretanto, o
mecanismo exato da reação de síntese do ácido gálico a partir da fenilalanina

ainda é questionável (Santos et ai., 2000).

Vários métodos analíticos têm sido utilizados para quantificar taninos

em amostras vegetais (Müeller-Harvey, 2001). Entre eles citam-se os métodos

colorimétricos, gravimétricos e físicc-<niímicos (Parra Pozo, 1997).

Os métodos colorimétricos são amplamente utilizados devido à sua

simplicidade e alta sensibilidade. Nesta classe incluem-se os métodos de Folin-
Denis (Folin & Denis, 1915), Folin-Ciocalteu (Folin & Ciocalteu, 1927) e
Prince-Butler (Prince & Butler, 1977) para a determinação de fenóis totais.

Entretanto, Hagerman (1987) relata que estes métodos não são específicos e não

distinguem fenóis de baixo peso molecular. Para Müeller-Harvey (2001), os
testes colorimétricos devem ser utilizados somente para comparações semi-

quantitativas. Os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu fundamentam-se na
redução de uma mistura dos ácidos ftefomolibímco-fosfotúngstico, em solução

alcalina, pelos fenóis totais presentes na amostra vegetal, resultando na formação
de um cromófbro azul representado pelo complexo fòsfomolibidato/

fosfbtungstato, de estrutura ainda não definida, que é quantificado por

espectrofbtometria.

Os métodos gravimétricos apresentam a vantagem de não necessitarem

de padrões. Entretanto, são menos sensíveis que os métodos colorimétricos

17



comuns, além de serem específicos somente para fenóis totais (Parra Pozo,
1997).

Vários métodos fisico-químicos também têmsido desenvolvidos para se

quantificar taninos vegetais. Segundo Parra Pozo (1997), estes métodos

baseiam-se na precipitação de proteínas por tanmos presentes nos extratos

vegetais. Um dos métodos fisico-químicos mais utilizados para a quantificação

de tanmos em extratos vegetais é o Método da Difusão Radial, descrito por

Hagerman (1987). Neste método, o extrato é aplicado em cavidades feitas em

um gel de agarose, adicionado de proteína (BSA). A medida que os taninos

difundem-se no gel, vão se complexando com a albumina, desenvolvendo um

halo de precipitação. A área do halo é proporcional à quantidade de tanino no

extrato. A área obtida é comparada com uma curva padrão, preparada a partir de

soluções de ácido tânico de concentrações conhecidas. Segundo Hagerman

(1987), este método é simples, sensível e específico, podendo ser aplicado,

especialmente, em estudos envolvendo um grande númerode amostras.

Atualmente, além dos métodos usuais para o doseamento de taninos,

outros têm sido descritos como a Espectrofbtometria no UV, Cromatografia

hquido-gasosa e Cromatografia Líquida de Alta Eficiência em fase normal e rase

reversa (Salminen et ai., 1999; Müeller-Harvey, 2001). Informações estruturais

para identificação de taninos podem ser obtidas, utilizando-se métodos como

Espectrometria de Massas, Ressonância Magnética Nuclear e Hidrólise Química

(Hammerstone et ai., 1999).

Independente do método de análise empregado para a quantificação dos

taninos, cuidados especiais devem ser tomados em relação ao preparo da

amostra do material vegetal e ao processo de extração. Segundo Santos et ai.

(2000), em geral, ostaninos nãodevem seranalisados emtecidos frescos, sendo

indispensável a secagem do material. A secagem ao sol ou em estufe, com

temperaturas iguais ou superiores a 70°C, assim comoaquelas realizadas aoar, à
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sombra ou à temperatura ambiente devem ser evitadas, pois diminuem

consideravelmente a concentração de taninos e outros fenólicos na amostra

vegetal. O método mais indicado é a liofilização, pois além de preservar os

taninos, aumenta o seu rendimento naamostra. Os solventes mais recomendados

nos processos de extração são metanolrágua (com aquecimento ou à temperatura

ambiente), metanolrácido e acetona:água. Autilização de acetona apresenta dois

inconvenientes: o bloqueio na associação taninorproteína, o que normalmente

não ocorrecom o metanole a reduçãona estabilidade dos taninos.

23.2 Fenilalanina amônia-liase

A fenilalanina amônia-liase (E.C. 4.3.1.5) é uma enzima chave e

regulatória da rota biossintética dos fenilpropanóides e de seus derivados. Ela

catalisa a transformação por desammação do aminoácido L-fenilalanina, em

ácidotrans-cinâmico, semo requerimento de cofatores (figura 8), sendo este o

primeiro passo para a biossíntese dos fenólicos vegetais (Bekeblia, 2000;

Santiago et ai., 2000; Assiset ai., 2001).

NHj

•n^z-mj Fenilalanina amônia
COOH üase (PAL) ^. ^^.COOH

3
Fenilalanina NH3' Áddo tens-cinâmico

Figura 8: Adesaminacão dafenilalanina a ácido trans-cinâmico (adapatado deTaiz &

Zeiger, 1998).

O ácido trans-cinâmico produzido é o precursor direto de uma ampla

variedade de compostos fenólicos como os taninos, fiavonóides, Iignina,
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cumarinas e fenilpropanóides (Saltviet etai., 2000) Estudos recentes, realizados

com plantas transgénicas têm mostrado que a atividade desta enzima é um dos

principais pontos de controle na regulação da rota dos fenilpropanóides (Sarma
et ai., 1998).

A fenilalanina amônia-liase tem sido isolada de várias fontes, desde que
foi purificada inicialmente por Koukol & Comi (1961). Sua presença pode ser

observada emuma ampla variedade de plantas superiores e fungos, mas não em

tecidos animais (Kim et ai., 1996). Métodos de imunolocalização, realizados em

tecidos de Populus kitakamiensis têm revelado a presença desta proteína,

especificamente em fibras do xilema e floema (Osakabe et ai., 1996). Em

Phyllanthus tenellus, Santiago et ai. (2000), demonstraram através de estudos

immiocitoqiumicos, a síntese desta enzima no citoplasma e em cloroplastos de

célulasesponjosas e em paliçada do mesofilo foliar.

Segundo Sarma et ai. (1998), em várias espécies vegetais como

Arabdopsis, feijão, ervilha, salsa, arroz e tomate, a fenilalanina amônia-liase é

codificada por uma pequena família multigênica. Para Kumar & EUis (2001),

sendo esta uma enzima chave, a expressão dogene pai é regulada por diversos

fetores como injúrias mecânicas, infecções, ambiente e estádio de

desenvolvimento da planta.

De acordo com Camm & Towers (1973), em um determinado tecido, os

níveis desta enzima podem flutuar significativamente, em intervalos

relativamente curtos, em resposta a uma ampla variedade de estímulos. O

concomitante aumento nos níveis de fenilalanina amônia-liase e de compostos

fenólicos tem sido demonstrado em muitas plantas e tecidos vegetais. Vários

trabalhos descrevem a regulação da atividade desta enzima por uma ampla

variedade de fetores abióticos e bióticos. Dentre estes fetores destacam-se o

fbtoperíodo, fitocromo, alagamento, mudanças de temperatura, radiação UV,

deficiência de nutrientes, tratamento com herbicidas, reguladores de
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crescimento, injúrias mecânicas, íons metálicos, infecções fungicas, virais e
ataque de insetos (Bekeblia, 2000; Santiago et ai., 2000; Saltveit, 2000; Assis et
ai., 2001; Rivero etai., 2001), bem como oestádio de desenvolvimento vegetal e

ograu de diferenciação de células etecidos (Solecka &Kacperska, 1995).
Segundo Margna (1977), o acúmulo de polifenóis derivados da

fenilalanina é considerado, geralmente, como um processo controlado emnível

enzimático. Entretanto, sob condições fisiológicas, normalmente presentes na

célula vegetal, este parece não ser sempre o principal fator limitante. Dados
experimentais disponíveis sugerem que o acúmulo de fenilpropanóides pode
também ser controlado por outros mecanismos celulares, não diretamente

relacionados com a atividade catalítica das enzimas envolvidas.

2.4Propagação de espécies através docultivo in vitro

Entre osdiversos problemas apresentados por espécies economicamente

viáveis, destacam-se aqueles referentes à sua propagação. Pesquisas relacionadas

à propagação in vitro de espécies com interesse econômico e, em especial, com

potencial medicinal, têm-se mostrado cada vez mais promissoras. Segundo

Melo (2000), através desta técnica, as dificuldades de propagação podem ser

mjnimi^dac permitindo a multiplicação rápida das plantas, seleção precoce de

material superior, produção de plântulas em larga escala e uso de pequeno

espaço físico, sendo por isto, uma tecnologia adequada para culturas de ciclo

longo, visando a produção demudas para matrizes eplantios comerciais.

Segundo Oliveira (2001), em cultura de tecidos, o cultivo de embriões in

vitro é um método de propagação muito utilizado para várias culturas de

interesse econômico, como suporte a programas de melhoramento genético e

para a propagação comercial. Este método baseia-se nofato de que os embriões

podem ser retirados das sementes e transferidos para um meio de cultura

21



contendo nutrientes apropriados e em concentrações adequadas, onde sofrem

desdiferenciação e, posterior diferenciação, obtendo-se plântulas inteiras
(Sacchi, 1985).

Oprimeiro trabalho com cultura de embriões foi realizado por Hanning,
em 1904 (Hu &Wang, 1986), com a produção de plântulas a partir de embriões

de crucífèras. Este trabalho pioneiro forneceu informações para a identificação

dos fetores que controlam o crescimento de embriões cultivados.

De acordo com George (1996), o cultivo de embriões consiste no

isolamento estéril e no crescimento deum embrião maduro ou imaturo in vitro,

com o objetivo de se obter uma planta viável. Entre as várias potencialidades

desta técnica, destacam-se a superação da dormência de sementes, estudo de

problemas nutricionais, fisiológicos e bioquímicos de embriões em vários

estádios de desenvolvimento, recuperação de embriões híbridos abortivos,

oriundos de cruzamentos incompatíveis, produção de novas plantas em curto

espaço de tempo e propagação vegetativa, devido a sua natureza juvenil

(Andreoli, 1985; Pierik, 1990; George, 1996).

Segundo Illg (1986), o embrião, proveniente de um processo normal de

fecundação, pode ser facilmente separado e cultivado, sob condições assépticas

em um meio de cultura adequado, mantendo-se geneticamente estável e

produzindo descendentes. Segundo Andreoli (1986), o índice de contaminação

invitro é muito baixo, quando seutiliza o embrião como explante, umavez que

este encontra-se alojado em um ambiente estéril. Desta maneira, a desinfestação

direta do embrião não é necessária, bastando apenas a desinfestação da

superfície externa da semente, a não ser que esta superfície esteja rachada ou

haja a presença de patógenos.

Pierik (1990) sugere que uma vantagem adicional do uso de embriões e

de folhas jovens, como explantes para a cultura de tecidos vegetais é a não
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destruição das plantas matrizes e a eficiência na propagação de algumas

espécies.

Um dos aspectos mais importantes da cultura de embriões é a seleção

correta domeio nutritivo, que estimule o desenvolvimento dos mesmos (George,

1996). Segundo Oliveira (2001), o meio de cultura adequado, tanto para

propagação, quanto para a cultura de embriões, deve ser adaptado para cada

espécie. Para Andreoli (1985), diferentes meios podem ser utilizados para

manter as culturas de embriões, mas o mais freqüentemente utilizado é o MS

(Murashige & Skoog, 1962), originalmente desenvolvido para o cultivo de calos

de fumo {Nicotiana tabacum L.). A concentração dos nutrientes do meio MS é

geralmente considerada elevada e, em função disto, muitas modificações têm

sido estudadas com o objetivo de reduzir os níveis dos nutrientes, permitindo

assim maior adaptação de cultivos in vitro (Samartin, 1989). Por outro lado,

segundo Krikorian (1991), a alta salinidade do MS é eficiente para cultivos que

exigem concentrações mais elevadas de íons.

De acordo com George (1996), em geral, o desenvolvimento de

embriões maduros in vitro ocorrem em meios nutritivos simples, compostos de

sais minerais, vitaminas e açúcares. No caso dos embriões imaturos, entretanto,

é necessário um meio mais completo, contendo, além dos componentes acima

mencionados, substâncias reguladoras de crescimento, compostos orgânicos e

extratos naturais. A exigência em sacarose é variável em função do estádio de

maturação dos embriões (Hu &Wang, 1986), onde os imaturos exigem maiores

concentrações (Saravhz & Raper, 1995). Pierik (1990) sugere que os embriões

maduros sejam cultivados em meios contendo de 2 a 3% de sacarose e os

imaturos, 8 a 12%. Segundo Hu & Wang (1986), os embriões excisados

maduros ou quase maduros são autotrófícos, ou seja, são capazes de germinar

em meio simples, sem suprimento adicionalde sacarose.
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De acordo com Pierik (1990), os reguladores de crescimento não são

requeridos na cultura de embriões maduros. Fjitretanto, para embriões muito

jovens de algumas espécies, os reguladores são adicionados para suprir a
germinação precoce ou estimular seu crescimento. George (1996) relata que
altas concentrações de auxinas induzem a formação do embrião, porém o seu
desenvolvimento ocorre sob baixas concentrações de auxinas. As giberelinas
atuam no processo de germinação, quebra de dormência e crescimento de

embriões. Vários trabalhos mostram o efeito positivo das giberelinas quando
adicionadas ao meio, proporcionando a iniciação e o desenvolvimento da zona

meristemática radicular e ainda estimulando o desenvolvimento da radícula já
existente(Saravitz & Raper, 1995).

Segundo Andreoli (1985) e George (1996) vários parâmetros afetam a

cultura de embriões, citando-se o genótipo, estádio de desenvolvimento do

embrião no isolamento, condições de crescimento da planta mãe, composição do
meio de cultivo, liberação de substâncias fenólicas no meio, remoção
inadequada doembrião, além daluzetemperatura.

2.5 Influência do ambiente no desenvolvimento das espécies, na

atividade da fenilalanina amônia-liase e na produção de taninos

vegetais

Para Wilkinson (1994), as respostas das plantas ao ambiente têm sido

um paradigma para o milênio. Estas respostas podem ser avaliadas através de

estudos ecofisiológicos, os quais permitem compreender os mecanismos

utilizados pelas plantas para sua sobrevivência e reprodução em seu ambiente

natural (Caldwell& Pearcy, 1994).

Segundo Abrams & Mostoller (1995), os estudos ecofisiológicos, em
geral, são conduzidos de maneira a verificar-se as respostas das plantas ligadas a
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um fator ambiental isolado, enquanto quepoucos estudos têm sido feitos sobrea

variação fenotípica em relação a múltiplos estresses, os quais são responsáveis

por concomitantes respostas nas plantas. Estes múltiplos fetores de estresse,

também denominados fetores limitantes (Caldwell & Percy, 1994), possuem

valorno diagnóstico dascausas que levama umabaixa produtividade daespécie

em questão. A utilização de informações isoladas é complicada por alguns

fetores como a interação entre respostas e a variabilidade do ambiente natural

(Jones, 1992).

No Cerrado, as variações climáticas são caracterizadas principalmente

pela distinção entre a estação chuvosa e a estação seca. Antes ou durante a seca,

ocorre a queda de folhas, em maiorou menor grau, dependendo daespécie e tipo

de solo. Háum período quecoincide, ou quevem imediatamente após a abscisão

foliar, de paralisação das atividades de crescimento da maioria destas espécies

(Barros & Caldas, 1980).

Para Souza (1999), a deficiência hídrica é um dos principais fetores

responsáveis pela limitação do crescimento, desenvolvimento e adaptação das

plantas. Esteestressese desenvolve quando a perda de água excede a absorção,

em intensidade suficiente para causar, entreoutros, o decréscimo no conteúdo de

água na planta, redução do turgor e, consequentemente, o decréscimo na

expansão celular e alteração de vários processos fisiológicos. Deve-se ressaltar,

também, que a extensão dos efeitos e o tipo de déficit hídrico dependem da

intensidadee da duração do estresse,da espécie e do estádio de desenvolvimento

da planta (Tezara et ai., 2002).

A interação entre a demanda evaporativa da atmosfera, o estado hídrico

do solo, distribuição e densidade do sistema radicular e os processos

metabólicos revelam o estado hídrico da planta, sendo este um valioso

instrumento nos estudos das relações água-planta. Na planta, a avaliação do

estado hídrico é feita geralmente com base na medição do potencial hídrico
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foliar (u/f), que funciona como um indicador do estado de hidratação da planta

(Schulze, 1986) . Winkel & Rambal (1990) sugerem que, apesar do potencial

hídrico ser a variável mais examinada nos estudos sobre relações hídricas e

considerada como responsável pelo controle direto da perda deágua pela planta,

esta função é conferida aos reguladores hormonais e à pressão de turgor das

células guarda. Segundo Nagarajah (1989), o \j/f antes do amanhecer é definido

como o potencial hídrico máximoe constitui um adequado indicador dos níveis

de estresse hídrico, poisnãoé afetado pelas condições ambientais.

Apesar da medida do \|/f caracterizar o estado hídrico da planta, seu

emprego de forma isolada é muito restrito e não fornece informações sobre o

comportamento fisiológico das plantas em resposta à baixa disponibilidade de

água,tomando-se indispensável correlacioná-la com outrascaracterísticas como

condutância estomática, fotossíntese etranspiração (Souza, 1999).

O controle dos movimentos estomáticos é o meio mais rápido que a

planta dispõe para ajustar-se às variações ambientais a que são submetidas

(Chaves, 1991). Através dos estômatos, ocorre influxo de CO2 necessário ao

processo fotossintético e ao crescimento e efluxo de água, por meio da

transpiração. Segundo Winkel & Rambal (1993), além da disponibilidade de

água no solo, o movimento dos estômatos pode ser diretamente influenciado por

diversos fetores do ambiente como a radiação solar, o déficit depressão devapor

da atmosfera (DPV), a concentração interna e externa deC02 e a temperatura do

ar.

Uma das respostas maissignificativas à baixadisponibilidade hídrica do

solo é a diminuição da abertura estomática, que previne a perda de água.

Entretanto, este mecanismo reduz a absorção de C02 e, consequentemente, a

taxa fotossintética (Kaiser, 1987; Chaves, 1991). De acordo com Sutcliflfe

(1980), no curso de uma evolução diurna, o fechamento dos estômatos pode

ocorrer preferencialmente como uma resposta da planta ao gradiente de
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potencial hídrico entre a folha e a atmosfera, embora exista em menor

proporção, influência da disponibilidade deágua no solo.

Beadle et ai. (1985) sugerem que em folhas de Pinus, o fator

determinante da condutância estomática é o DPV no ar, exceto ao amanhecer e

aoentardecer, quando este controle é reaUzado pela radiação e temperatura. Para

Damesin & Rambal (1995), um aumento no DPV pode induzir o fechamento

estomático e, consequentemente, reduzir as trocas gasosas. Segundo Mielke

(1997), a modulação da condutância estomática, pelo déficit de pressão de vapor

doaré particularmente importante para que asplantas possam evitar uma perda

excessiva deágua, sob condições em que a demanda evaporativa da atmosfera é

alta.

Variações diurnas na fotossíntese podem serencontradas em função do

DPV. Aumento no DPV promove a queda da capacidade fotossintética, devido a

uma redução do yr e conseqüente fechamento estomático (Schulze, 1986). A

fotossíntese também está na dependência de condições ambientais como

irradiância, temperatura e suprimento de nutrientes, responsáveis pormudanças

diurnas e sazonais namesma. Segundo Chaves (1991), reduções na concentração

interna de C02 e condutância estomática são indicativos da redução da

fotossíntese, devido ao fechamento estomático. Em plantas de oliveira, Moriana

et ai. (2002) verificaram que a condutância estomática foi um fator limitante da

fotossíntese em plantas submetidas a estresses hídricos de médio a moderado,

enquanto que fetores não estomáticos influenciaram a fotossíntese líquida

somente sob condições de estresse severo.

A transpiração é outro parâmetro que apresenta uma expressiva inter-

relação com a condutância estomática, sendo que ambos variam em função

direta da demanda evaporativa da atmosfera. Observa-se geralmente que, nas

primeiras horas damanhã, a condutância estomática pode ser relativamente alta,

ao passo quea taxa de transpiração não. A transpiração geralmente diminui em
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razão direta com o \|/fe principalmente como resultado do aumento da resistência

estomática à difusão de vapor de água (Jarvis & McNaughton, 1986; Mielke,

1997). Em uma comunidade vegetal, além da regulação estomática, outros

fetores, como aenergia radiante absorvida, ou aeficiência de remoção de vapor
deágua da superfície evaporante, podem apresentar um papel semelhante ouaté

mais significativo do que o controle estomático sobre atranspiração. Em alguns

casos o controle estomático da transpiração verificado nas folhas, pode

apresentar um pequeno ou nenhum controle sobre a taxa de transpiração do

dossel (Jarvis & McNaughton, 1986; Hinckley & Braatine, 1994).

Além dos efeitos no desenvolvimento das espécies, pesquisas têm

apontado a influência do ambiente na produção de metabólitos secundários

vegetais, onde muitos se destacam devido sua importância como princípios

ativos de plantas (Sahnien et ai., 1999; Castro et ai., 2001).

Várias hipóteses ecológicas, para as estratégias adaptativas das plantas,

sugerem quea produção demetabólitos secundários está relacionada a processos

de crescimento e diferenciação vegetal, regulados pela disponibilidade de

recursos ambientais. Nas plantas, a alocação de carbono para a biossíntese de

metabólitos secundários é determinada tanto pela disponibilidade de recursos

(nutrientes, luz, concentração de CO2), como por estresses específicos como

seca, poluentes e radiação (Koricheva et ai., 1998). Pelo rato do metabolismo

secundário estar intimamente relacionado com o metabolismo primário, vários

fetores que afetam o crescimento, a fotossíntese e outros aspectos do

metabolismo primário, também podem afetar o metabolismosecundário. Lavola

et ai. (2000) sugerem que o aumento nas concentrações de C02 atmosférico

promove o crescimento e acelera os processos fisiológicos em folhas jovens,

devido a um incremento na disponibilidade interna de carbono, a mudanças no

parücionamento de assimilados entre órgãos vegetais e ao acúmulo de

metabólitos secundários.
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Segundo Kouki & Maneias (2002), a disponibilidade de recursos pode

ocasionar flutuações nos níveis de compostos fenólicos vegetais, além de

promoverem efeitos regulatórios na atividade de enzimas chaves da rota

biossintética destes compostos. Para Janas et ai. (2000), a atividade da

fenilalanina amônia-liase e o acúmulo de vários fenilpropanóides ocorrem como

conseqüência de vários estresses. Entre eles citam-se osestresses bióticos, como

infecção por microorganismos, ataque de insetos e herbívoros e estresses

abióticos como temperatura, luz, ferimentos, disponibilidade hídrica e níveis de

COz atmosférico (Janas et ai., 2000; Lavola et ai., 2000; Saltviet, 2000;

Chakraborty et ai., 2001; Rivero et ai., 2001). Para Solecka & Kacperska (1995)

estes estresses podem modificar tanto a síntese da enzima, como a sua atividade,

em uma ampla variedade de plantas.

Alterações nos padrões de taninos vegetais, em decorrência de

diferentes condições de estresse também são bem documentadas. Koricheva et

ai. (1998) consideram que os níveis detaninos vegetais estão, parcialmente, sob

o controle genético, sendo também determinados pelas condições ambientais.

Lavola et ai. (2000), estudando os efeitos de diferentes níveis de C02

atmosférico e da radiação UV na alocação de carbono para o crescimento e a

síntese de metabólitos secundários em plântulas de Betula pêndula Roth.,

verificaram uma correlação positiva entre a concentração de CO2 e a radiação

UV-B, na síntese de compostos fenólicos. A radiação UV-B aumentou,

principalmente, aatividade da fenilalanina amônia-liase, levando ao acúmulo de

alguns fenólicos intermediários e de determinados produtos finais. Altas

concentrações de C02 afetaram, principalmente, o nível constitutivo de

metabólitos secundários, promovendo o incremento nos níveis de tanmos

condensados.

Estudos realizados por Líndroth et ai. (2001) com álamo {Populus

tremuloides) e bétula {Betula papyrifera) submetidas a diferentes tratamentos
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com CO2 e 03 demonstraram aumentos desprezíveis nos níveis de taninos

condensados em álamo e aumentos mais acentuados em bétula, em resposta a
um incremento nos níveis deC02. Em Pinus, Jordan et ai. (1991) observaram a

alocação de carbono, para a síntese de taninos foliares em conseqüência do
estresse causado pela poluição. Aumentos sazonais no acúmulo de taninos

foliares em Cryptomeriajaponica D. Don. também puderam ser observados por
Katoh et ai. (1989), entre os meses de junho, setembro enovembro, em resposta
à poluição ambiental. Hatano etai. (1986) revelaram a presença de mudanças
sazonais no conteúdo de taninos em Liquidambar formosana, uma espécie
medicinal chinesa, coletada em diferentes épocas do ano. Variações sazonais nos

conteúdos de taninos hidrolisáveis também foram detectadas porSalminen etai.
(2001), em folhas jovensdeBetulapubescens.
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CAPÍTULO 2:PROPAGAÇÃO DO MURICI {Byrsonima verbascifolia

Rich. ex A. Juss), ATRAVÉS DO CULTIVO "IN VITRO" DE EMBRIÕES

1 RESUMO

Omurici é uma espécie medicinal e frutífera, amplamente distribuída no
Cerrado brasileiro, com desenvolvimento lento e baixa percentagem de
germinação, em condições naturais. Este trabalho teve como objetivo estabelecer
uma metodologia para a propagação desta espécie, através do cultivo in vitro de
embriões, visando a produção comercial de mudas. Os embriões foram obtidos
removendo-se o endocarpo e o tegumento, após desinfestação dos frutos com
hipoclorito de sódio 2%, por 10 minutos. A seguir foram submetidos a duas
condições experimentais: na primeira, os embriões foram inoculados em meio
MS, acrescido de cinco concentrações de sacarose (0,15, 30,45 e60 g.L"1) ena
segunda, os embriões foram submetidos a quatro concentrações de sais no meio
MS (0, 25, 50 e 100%), suplementados com 3% de sacarose. Os meios foram
solidificados com agar naproporção de 7 gX"1 e o pH foi ajustado para 5,7 ±
0,1, antes da autoclavagem. Após inoculação foram mantidos em sala de
crescimento, a 27 ± 1 °C, fotoperíodo de 16horas. Empregou-se delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repetições, constituídas de 10tubos cada.
Após 15 dias de inoculação, avaliou-se a percentagem de oxidação e
contaminação do meio e dos explantes e aos 30 dias a percentagem de
germinação dos embriões e peso de matéria seca total das plântulas formadas.
Os resultados indicaram que as várias concentrações de sacarose empregadas,
influenciaram significativamente a percentagem de germinação e o peso de
matéria seca das plântulas, enquanto que os diferentes níveis do meio MS
afetaram apenas o acúmulo de biomassa. Plântulas com idades entre seis e oito
semanas e 3 a 4 pares de folhas foram aclimatizadas, através do aumento
progressivo na intensidade luminosa e diminuição da umidade do meio,
tomando-se aptas para o cultivo em casa de vegetação, 120 dias após o início do
processo.

2ABSTRACT

Propagation ofmurici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) through in
vitro cultivation of embryos

The murici is a medicinal and frurt species, widely distributed in
Brazilian Cerrado, that presents a slow development and low germination
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percentage in natural condrtions. The objective of the present work was to
establish a methodology of propagation of mis species, through in vitro
cultivation ofembryos. The embryos were obtained by removing the endocarp
and seed coat, afler 10 minutes of disinfection of fruit with of 2% sodium
hypochlorite. Then, they were submitted to the following experimental
condrtions: (1), theembryos were inoculated in MS médium, supplemented with
five concentrations of sucrose (0, 15, 30, 45, and 60 g.L"*); (2), the embryos
were inoculated in MS médium with the following saft concentrations (0, 25, 50,
and 100%), supplementedwith 3% sucrose. The médium was solidificated with
7gX*1 agar and the pH was adjusted to5.7 ± 0.1, prior autoclavation. After the
inoculation theembryos were maintained ina growing room, at 27± 1 °C, fora
16 hour photoperiod. Itwas used a complete block design, with five rephcations
with 10 testing tubes each. After 15 days of inoculation, rt was evaluated the
percentage of embryo germinatíon and the weight of total dry matter of formed
seedlings. The resufts indicated that the concentrations of sucrose used,
influenced significantiy the percentage of germinatíon and the weight of dry
matter of lhe seedhngs, while the different leveis of the MS médium affected
only the biomass accumulation storage. Seedlings between six and eight weeks
of ageand3 to 4 pairs of leaves were acclimatized by the progressive increase
on the light intensity and the decrease of environment humidity, torning them
capable for the greenhouse cultivation, 120 days after the beginning of the
process.

3 INTRODUÇÃO

O Cerrado brasileiro constitui-se em uma grande fonte natural de

recursos biológicos, com inúmeras espécies de elevado valor medicinal,

incluindo o murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) (Rodrigues &

Carvalho, 2001). Almeida et ai. (1998) relatam que muitos processos

patológicos podem ser curados através da utilização de extratos obtidos,

principalmente, a partir da casca desta espécie, ricos em tanino, um principio

ativoadstringente muito utilizado no tratamento de inflamações, queimaduras e

comodcatrizante local (Otshudi et ai., 2000; Ahmad& Beg, 2001).

A utilização mdiscrimmada de espécies medicinais na medicina popular

e tambémpela indústriafarmacêutica, tem ocasionado uma redução considerável
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na densidade populacional de algumas destas plantas, em áreas onde elas
ocorrem naturalmente, sendo importante o desenvolvimento de protocolos

efetivos que viabilizem a produção destas espécies em escala comercial

(Nadeem et ai., 2000).

Omurici produz frutos do tipo dnrpa e sua propagação se raz através de
via sexuada, cujas sementes apresentam baixa percentagem de germinação,

sendo o desenvolvimento das plantas em condições de campo considerado de

lento a moderado, não ultrapassando l,5m aos 2 anos de idade (Barroso, 1991;

Lorenzi, 1998). Para Almeida et ai. (1998), esta dificuldade de propagação é
causada, possivelmente, pela presença de um endocarpo esclereficado que
envolve o embrião e que atoa como uma barreira mecânica, dificultando a

protusão da radicula e, consequentemente, aemergência da plantula.
Atualmente, o cultivo de embriões in vitro tem-se mostrado como uma

alternativa economicamente viável, para a propagação de várias espécies de

interesse econômico (Acebedo et ai., 1997; Andrade, 1998; Das et ai., 1999;

Maliro & Kwapata, 2000; Melo, 2000; Nadeem et ai., 2000; Oliveira, 2001).
Segundo Oliveira (2001), o cultivo de embriões reduz otempo para aobtenção
de um novo indivíduo, permite boa uniformidade e alto percentual de

germinação. Para Andrade (1998), outras vantagens são amultipHcação rápida
do material selecionado e a antecipação da época de plantio. Pierik (1990)

sugere que uma vantagem adicional do uso de embriões e de folhas jovens,
como explantes para acultura de tecidos vegetais éanão destruição das plantas

matrizes e a eficiência na propagação dealgumas espécies.

Um dos aspectos mais importantes da cultura de embriões é a seleção

correta domeio nutritivo, que estimule o desenvolvimento dos mesmos (George,

1996). Segundo Oliveira (2001), o meio de cultura adequado, tanto para

propagação, quanto para a cultura de embriões, deve ser adaptado para cada
espécie. Maliro & Kwapata (2000) relatam que o meio mais freqüentemente
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utilizado é o MS (Murashige & Skoog, 1962), originalmente desenvolvido para

o cultivo de calos de tabaco {Nicotiana tabacum L). A concentração dos

nutrientes do meio MS é geralmente considerada elevada e, em função disto,

muitasmodificações têm sido estudadas com o objetivo de reduziros níveis dos

nutrientes, permitindo assim maior adaptação de cultivos in vitro (Samartin,

1989). Por outro lado, segundo Krikorian (1991), a alta salinidade do MS é

eficiente paracultivos que exigem concentrações mais elevadas de íons.

De acordo com George (1996), em geral, o desenvolvimento de

embriões maduros in vitro ocorrem em meios nutritivos simples, compostos de

sais minerais, vitaminase açúcares. No caso dos embriões imaturos, entretanto,

é necessário um meio mais completo, contendo, além dos componentes acima

mencionados, substâncias reguladoras de crescimento, compostos orgânicos e

extratos naturais. A exigência em sacarose é variável em função do estádio de

maturação dos embriões (Hu & Ferreira, 1990), quando os imaturos exigem

concentrações mais elevadas (Saravitz & Raper, 1995). Segundo Hu & Wang

(1986), os embriões excisados maduros ou quase maduros são autotróficos, ou

seja, são capazes de germinar em meio simples, sem suprimento adicional de

sacarose.

Normalmente, as plantas provenientes do cultivo in vitro necessitam de

um período de aclimatização, antes de serem transferidas para condições de

campo. Para George (1996), este processo se faz necessário porque o ambiente

in vitro normalmente afeta a morfogênese das plantas, que apresentam uma

natureza mais frágil pelo tato de terem sido cultivadas em condições de baixa

irradiância e alta umidade relativa. Segundo Gomes (1999), a transferência de

plântulas, das condições assépticas e heterotrófícas, típica da cultura de tecidos,

para o ambiente externo deve ser realizada de forma gradativa e cuidadosa, para

evitar sua morte.

44



Tendo em vista as poucas informações relativas à propagação domurici

e à dificuldade degerminação dassementes em condições naturais, este trabalho

teve como objetivo principal desenvolver uma metodologia efetiva para a

propagação desta espécie, através do cultivo de embriões in vitro, visando ao

enriquecimento populacional da espécie e o uso sustentado dos cerrados, através

daprodução comercial demudas emlarga escala.

4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Caracterização geral e obtenção das sementes

Esteestudo foi conduzido no período entre janeiro de 2001 a março de

2002, no Laboratório de Cultura de Tecidos, do Setor de Fisiologia

Vegetal/DBI, daUniversidade Federal de Lavras, município deLavras, MG.

As sementes de murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.)

foram coletadas nos meses de janeiro a março de 2001, em área de formação

campestre com fisionomia de Cerrado sensu stricto, localizada nomunicípio de

Ijaci, situado ao sul do Estado de Minas Gerais. Amostras do material vegetal

foram coletadas e heiborizadas. As exsicatas foram identificadas, catalogadas e

depositadas noHerbário ESAL, registradas sob o n2 17228.

Após a coleta dos frutos maduros, o epicarpo e mesocarpo foram

removidos, utilizando-se peneira, água corrente e solução de NaOH 0,1M. A

seguir, o endocarpo foi tratado com solução de Benomyl a 2% e,após secagem à

temperatura ambiente, foram acondicionadas em sacos plásticos e armazenadas

emcâmarafria,a umatemperatura de4 °C,no escuro.
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4.2 Teste de viabilidade das sementes

Após a coleta e processamento dos frutos, 30 sementes foram

submetidas aotestedotetrazólio, segundo Nadeem et ai. (2000), imediatamente

após a coleta (tempo zero) e após armazenamento por 6 e 12 meses, a 4 °C, no

escuro. O padrão decoloração em diferentes regiões foi observado.

43 Condução do experimento

4.3.1 Assepsia do material vegetal e extração dos embriões

Os endocarpos esclerificados foram desmfestados com NaOCl 2%

(hipoclorito de sódio comercial) por 10 minutos e lavados rapidamente em água

destilada esterelizada. A seguir, os embriões foram extraídos, removendo-se

cuidadosamente o endocarpo e os tegumentos, com auxílio de martelo e bisturi,

respectivamente, em câmara asséptica de fluxo laminar.

4.3.2 Efeito da sacarose e proporções de sais do meio MS, na germinação e

matéria seca total

Embriões excisados foram submetidos a dois experimentos distintos. No

primeiro, os embriões foram inoculados em meio MS (Murashige & Skoog,

1962) (tabela 1, anexo B) completo, suplementado com as seguintes

concentrações de sacarose: 0,15,30,45e 60 g.L'1. No segundo experimento, os

embriões foram inoculados em meio de cultura MS, acrescido de diferentes

concentrações de sais componentes do meio (0, 25, 50 e 100%), suplementados

comsacarose a 30g.L"1.
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Nos dois experimentos, os meios foram solidificados com agar, na

proporção de 7 gX"1 e o pH ajustado para 5,7 ±0,1, antes da autoclavagem a
121 °C e 1 atm de pressão, por 20 min. Cada tubo de ensaio (15x250 mm)

recebeu aproximadamente 15 mL do meio de cultura. Após inoculação, os

embriões foram transferidos para sala de crescimento com temperatura de 27±

1°C, fotoperíodo de 16 horas e densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente

ativos de25 umoLm"2^"1, fornecida por lâmpadas dotipo branca-fria. A radiação

foi determinada através de sensor Hansatech.

4.3.3 Características avaliadas

Após 15 dias de inoculação, avaliaram-se a percentagem de oxidação ea

contaminação do meio e dos explantes e, aos 30 dias, a percentagem de
germinação dos embriões e a matéria seca total das plântulas formadas. A
germinação foi avaliada adotando-se critérios fisiológicos, considerando-se

germinados todos osembriões comprotosão deradícula.

4.4.4Delineamentoexperimental e análises estatísticas

Para ambos experimentos empregou-se o delineamento inteiramente

casualizado. Oprimeiro experimento foi constituído de meio MS, suplementado
com cinco quantidades de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 gX"1). No segundo
experimento, utilizaram-se quatro concentrações de sais componentes do meio
MS (0, 25, 50 e 100%). Cada experimento foi constituído de 5 repetições,

empregando-se para cada parcela experimental, 10 tubos de ensaio. Foi
inoculado um embrião por tubo.

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância para

percentagem de germinação e peso de matéria seca total, seguindo modelos
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matemáticos própriosparao delineamento inteiramente casualizado e analisados

estatisticamente utilizando-se o Sistema de Análise de Variância para Dados

Balanceados (Ferreira, 2000). Para comparação dos contrastes entre médias dos

tratamentos utilizou-se o Teste de Scoott & Knott (1974), ao nível de 5% de

probabilidade.

4.4.5 Aclimatização das plântulas produzidas in vitro

Para o processo de aclimatização, adotou-se como referência a

metodologia proposta por Gomes (1999).

Entre 6 a 8 semanas após a inoculação dos embriões, as plântulas

produzidas foram transferidas para caixas plásticas tipo gerbox, contendo o

substrato Plantmax umedecido e previamente autoclavado a 121 °C, por 20

mmutos. Foram submetidas ao processo de aclimatização todas as plântulas que

apresentavam entre 3 a 4 pares de folhas, com parte do sistema radicular

atingindo a superfície inferior dotubo de ensaio (figura IA e 1B). A seguir, as

caixas foram envolvidas em um saco plástico transparente para criar um

ambiente saturado de umidade (figura 1C) e transferidas para sala de

crescimentoa umatemperatura de 24 ± 2 °C onde permaneceram sob diferentes

níveis de irradiância (30%, 50% e 70%), cuja densidade de fluxo de fótons

fotossinteticamente ativos era de 30, 48 e 60 umol.m"2.s~1, respectivamente, por

um período de 14 dias em cada (figura 1D). Os níveis de irradiância foram

obtidos com a utilização de telas pretas de naylon, conhecidas comercialmente

como 'telas sombrite", conforme especificações do fabricante, que permitem a

redução proporcional da radiação fotossinteticamente ativa. À medida que os

sombrites eram substituídos, ao final de cada período, eram feitas aberturas, em

uma das extremidades da embalagem plástica, para incrementar as trocas

gasosas. Finalmente, o sombrite 30% e a embalagem plástica foram retirados e
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5mudas foram transplantadas para sacolas de polietileno, com capacidade para
kg de substrato cada, sendo este constituído de uma mistura de terra, areia e

sterco (3:2:1), onde permaneceram por 90 dias, até transferência para casa de
egetação.

Figura 1: Aclimatização das plântulas obtidas apartir do cultivo in vitro de embriões.
A. Plântulas utilizadas no processo; B. Após transferência para caixas tipo
gerbox; C. Caixa gerbox envolvida '-m embalagem plástica;
D. Aclimatização sob sombrite. UFLA Lavras MG, 2001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Viabilidade

O teste de viabilidade indicou que, em média, 85% das sementes

recentemente coletadas eram viáveis e que o armazenamento não influenciou na

viabilidade das mesmas (tabela 1). Os resultados indicam que a baixa

percentagem de germinação do murici em condições naturais, não está

diretamente relacionada com a perdade viabilidade das sementes.

TABELA 1: Padrão de coloração em algumas partes das sementes de murici,

em função do teste do tetrazólio, imediatamente após a coleta e

após armazenagem por 6 e 12 meses, a 4 °C, no escuro. UFLA

Lavras, MG. 2001.

% de sementes coradas

PADRÃO DE COLORAÇÃO MESES APÓSOARMAZENAMENTO
0 6 12

Toda semente corada 85 80 77

Somente o embrião corado 10 10 08

Cotilédones não corados 0 08 06

Radícula não corada 0 04 04

Embrião não corado 10 11 10

Sementes não coradas 0 0 02

5.2 Condições de cultivo

As condições de assepsia e de remoção dos endocarpos e tegumentos

mostraram-se satisfatórias para a obtenção de embriões, como fonte de explante
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para o cultivo in vitro. Observou-se que cada fruto apresentava de 1 a 2
sementes em condições adequadas para a extração doembrião.

Após inoculação, não se verificou qualquer indício de escurecimento no

explante, ou no meio de cultura, indicativos do desenvolvimento de processos

oxidativos, muito comuns no cultivo invitro deespécies lenhosas.

O percentual de contaminação foi praticamente desprezível,

demonstrando nãosernecessária a desinfestação direta da superfície externa da

semente e do embrião. Através destas observações, nota-se que no murici, as

sementes e os embriões desenvolvem-se em condições assépticas, devido ao

fruto apresentar um endocarpo esclerificado, que atua como uma barreira,
dificultando a penetração de patógenos, desde que intacto. Baixos índices de

contaminação in vitro também são relatados por Andreoli (1986), quando se

utilizam embriões como fonte de explante, uma vez que os mesmos são

produzidos em ambientes estéreis.

A remoção do tegumento foi um fator que contribuiu para o sucesso

obtido napropagação in vitro desta espécie. Ensaios preliminares mostraram que

osembriões desprovidos de tegumento germinaram em 7 dias, apresentando no

12* dia após ainoculação, plântulas mais desenvolvidas ecom o seu segundo par

de folhas em expansão. Embriões com tegumento germinaram em 12 dias,

apresentando o segundo par de folhas formado somente aos 20 dias após
inoculação. Trinta dias após inoculação, diferenças marcantes foram observadas

em relação ao desenvolvimento inicial das plântulas originadas de embrião com

e sem tegumento. Resultados semelhantes foram descritos por Maliro &
Kwapata (2000), em estudos realizados com sementes de Vapaca hrkiana, uma

espécie frutífera tropical da África do Sul, onde a remoção do tegumento
aumentou a percentagem degerminação de 55% para 78%, além de favorecer o

desenvolvimento das plântulas formadas. Os autores sugerem que a presença do
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tegumento pode atuar como uma barreira entre o meio nutritivo e o embrião

interferindo com a nutriçãoe o desenvolvimento dos mesmos.

A retirada do endocarpo mostrou-se como um ponto positivo para o

incremento na taxa e na uniformidade da germinação. Levando-se em

consideração que os frutos produzidos pelo murici são dotipo "chupa" e que a

semente encontra-se envolvidapelo caroço (endocarpo esclerificado), verificou-

se que a remoção do mesmo toma-se necessária, pois o endocarpo atua como

uma barreira mecânica, dificultando e, até mesmo, impedindo a protusão da

radícula. Estudos realizados por Acebedo et ai. (1997) e porMelo (2000), com

frutos de oliveira e guarirobeira, respectivamente, também demonstraram a

necessidade da retirada do endocarpo, para a obtenção de maiores taxas de

germinação das sementes nestasespécies.

53 Efeito da sacarose

As concentrações de sacarose empregadas influenciaram a percentagem

de germinação e a matéria seca total das plântulas formadas (p<0,05). O estudo

da regressão polinomial para asduas variáveis revelou uma resposta quadrática

de ambas, em função daconcentração utilizada (figuras 2 e 3).

Maiores percentagens de germinação foram observadas quando foram

empregadas concentrações de sacarose inferiores a 60 g.L"1 (figura 4), em que

altos níveis de germinação foram conseguidos independente da concentração de

sacarose acrescida aomeio. A partir da concentração 30 g.L"1 percebeu-se uma

ligeira queda, não significativa, na percentagem de germinação, da ordem de

8,9%. Esta redução mostrou-se mais acentuada e significativa, da ordem de

aproximadamente 30%, quando a concentração de sacarose foi elevada de 45

para 60g.L"\
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Figura 2: Valores percentuais médios de germinação in vitro de embriões de murici,
submetidos a diferentes concentrações de sacarose no meiode cultura. UFLA.

Lavras, MG, 2001.
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Concentração deSacarose (g.L"1)

Figura 3: Valores médios de matéria seca total de plântulas de murici, submetidas a
diferentes concentrações desacarose nomeio decultura. UFLA Lavras, MG,

2001.
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Figura 4: Percentual médio de germinação deembriões cultivados in vitro, utilizando-se

diferentes concentrações de sacarose no meio de cultura. Médias seguidas

pela mesma letranãodiferem significativamente entresi, pelo testede Scoott-

Knott (1974), ao nível de 5% de probabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2001.

Estes resultados revelaram que no murici, o processo de germinação

ocorre, possivelmente, devido às reservas nutricionais dos cotilédones,

independente do fornecimento externo de nutrientes, fato este concordante com

relatos de Melo (2000), para guarirobeira. Resultados semelhantes descritos por

Canas et ai. (1987) demonstraram que o cultivo in vitro de embriões de oliveira

pode ser conseguido apenas com a utilização de agar no meio de cultura. Os

menores percentuais de germinação foram observados quando se empregou a

concentração de 60g.L"1, provavelmente devido a uma redução considerável do

potencial osmotico do meio de cultura, em decorrência do incremento na

concentração de sacarose, o que diminuiconsideravelmente a disponibilidade de

água parao embrião, fundamental noinício do processo de germinação.

Em relação ao crescimento da plântula, tomandopor base a matéria seca

total, observou-se um aumento desta variável, até a concentração de 30 g.L"1 de
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sacarose no meio de cultura, com incrementos de 80% e 70% na biomassa,

quando as concentrações foram aumentadas de 0 para 15 g.L" e 15 a 30 g.L ,
respectivamente. Apartir deste ponto, verificou-se decréscimos de 11,76% e
53,33% na matéria seca total, quando as concentrações aumentaram de 30 para

45 g.L-1 e45 para 60 g.L"1 (figura 5).

Concentração de Sacarose (g.L' )

Figura 5: Valores médios de matéria seca total de plântulas cultivadas in vitro, sob
diferentes concentrações de sacarose no meio de cultura. Médias seguidas

pela mesma letra não diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scoott-Knott (1974), ao nível de 5% de probabilidade. UFLA Lavras, MG,

2001.

Maiores valores de matéria seca total foram apresentados por plântulas

cultivadas em meio MS, suplementado com sacarose nas concentrações de 30 e

45 g.L"1. Observou-se ainda, que praticamente não houve crescimento dos
embriões na ausência de sacarose e que este foi limitado quando se empregaram

concentrações de 15 e 60 g.L"1. Resultados semelhantes foram obtidos por

Oliveira (2000) com plântulas de oliveira cultivadas in vitro, em meios com

diferentes concentrações de sacarose. Segundo Hu & Ferreira (1990), a
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exigência em sacarose é variável em função do estádio de maturação de

' embrião, sendo queos imaturos exigem, normalmente, maiores concentrações de

sacarose para seu crescimento. Pierik (1990) sugere que os embriões maduros

sejam cultivados em meios contendo de 2 a 3% de sacarose. Para Hoffmann

(1999), a matéria seca é constituída, principalmente, de carboidratos insolúveis

presentes na parede celular (celulose, hemicelulose e lignina), sendoque a maior

disponibilidade de carboidratos facilmente assimiláveis, como a sacarose,

permiteaumentona síntesedestescompostos.

5.4 Efeito dos níveis de sais do meio MS

Verificou-se que a matéria seca total foi influenciada de forma

pronunciada pelas diferentes proporções de sais no meio MS, não sendo

observado, porém, qualquer efeito na percentagem de germinação dos embriões

G»0,05) (figuras 6 e 7).

A figura 6 mostra que altos percentuais de germinação foram

alcançados, independente dos níveis de sais presentes nos meios empregados.

Apesar do aumento observado na percentagem de germinação em meio

completo(100%) nãosersignificativo estatisticamente, nota-seque,na prática, a

utilização deste meio pode ser mais vantajosa para produção de mudas desta

espécie em larga escala, pois favorece a germinação de 10% de embriões a mais

que o meio com metade da concentração dos sais.

Através da figura 7 verifica-se um acúmulo linear de biomassa em

relação às plântulas formadas, relacionado àpresença de maiores concentrações

de sais no meio. Oliveira (2001), sugere que o meio MS completo permite à

planta uma maior eficiência na utilização da sacarose presente no meio de

cultivo, a qual, porsuavez, otimizaa absorção dos minerais disponíveis.
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Níveis de sais do meio MS

Figura 6: Valores percentuais médios de germinação de embriões cultivados in vitro,
sob diferentes concentrações de sais no meio MS. Médias seguidas pela

mesma letra não diferem significativamente entre si, pelo teste de Scoott-

Knott (1974), aonível de5% deprobabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2001.

y = 0,002x + 0,038
R2 =0,9966

25 50 75 100

Níveis de sais do meio MS

Figura 7: Valores médios de matéria seca total de plântulas de murici, submetidas a
diferentes proporções desais nomeio MS. UFLA Lavras, MG, 2001.

O acúmulo de biomassa pelas plântulas foi 79,61% superior em meio

MS completo, em relação àquele apresentado por plântulas cultivadas em meio
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com ausência de sais (0%). Comparando-se o acúmulode matéria seca entre os

diferentes níveis do meio MS, verifica-se que maiores incrementos de biomassa

foram observados entre os níveis O e 25%, responsável por um aumento de

54,35% na biomassa total, enquanto que menores elevações puderam ser

verificadas entre os níveis 50% e 100%, sendo estas da ordem de 26,98% e

38,83%, respectivamente.

Os resultados indicam que as plântulas de murici são exigentes em

termos de nutrientes para o seu desenvolvimento e, um aumento na produção de

biomassa, pode ser observado mesmo quando o tratamento utilizado

disponibiliza baixas concentrações desais, desde quea concentração de sacarose

no meio seja favorável para absorção dos mesmos. Em feijão, Sacchi (1985)

observou queo embrião maduro exige apenas C02, O2, sais minerais e luz para

continuar seu desenvolvimento. Isto indica que durante o desenvolvimento

ocorrem mudanças progressivas na capacidade de biossíntese no interior dos

tecidos até que a condição autotrófica seja conseguida pela planta. Para

Gardingo (1986), o desenvolvimento é controlado tanto por fatores endógenos,

como por fatores exógenos.

Embora o murici seja uma espécie exigente em termos nutricionais,

vários trabalhos relatam queeste comportamento varia de espécie para espécie.

Estudos realizados, a partir do cultivo in vitro de oliveira, mostraram efeitos

lineares significativos sobre a fitomassa das plântulas produzidas, em

decorrência da variação na concentração de sais do meio MS (Oliveira, 2001).

Por outro lado, Paiva (1998) relata que o desenvolvimento de plântulas de

estrelícia, obtidas a partir do cultivo de embriões in vitro, não foi influenciado

pelas diferentes condições do meio MS empregado (12,5 a 125% de sais), mas

sim pelos diferentes estádios de desenvolvimento dos embriões, quando

coletados.
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1.5 Aclimatização das plântulas obtidas a partir do cultivo de embriões in

'itro

Os estudos indicaram que 30 dias após o início do processo de

climatização, as plântulas de murici apresentavam o seu número inicial de

olhas duplicado e sistema radicular desenvolvido. Aos 60 dias de aclimatização,

>bservou-se que as folhas apresentavam-se brilhantes, recobertas por ceras

picuticulares e com o aparato fotossintético funcional, observações estas

oincidentes com a remoção do último sombrite (figura 8). Segundo Brassard

1996), estas características são fundamentais para a sobrevivência da plântula

io ambiente ex vitro. O período de 15 dias, para que as plantas passempara uma

xmdiçâoautotrófica, também é sugeridoporZiv (1995).

A percentagem de sobrevivência das plântulas após o transplantio para

issacolas plásticas foi de 90%(figura9). Segundo Pereira Pinto* (comunicação

>essoal), uma perda de até4% durante o processo de aclimatação é considerada

idmissível. Percentagens de sobrevivência semelhantes também foram

>bservadas por Pattnaik et ai. (1996), durante a aclimatização de plântulas de

Worus acidosa e Morus australis. Em moreira {Madura tinctoria), Gomes

1999) verificou uma percentagem de 97% de sobrevivência das plântulas e

Oeshpande et ai. (1998) obtiveram 100% de sobrevivência após aclimatização

ie Ficus religiosa.
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Figura 8: Aspecto visual de plântulas de murici obtidas in vitro. A. antes da

aclimatização; B. 30 dias após aclimatização. UFLA. Lavras, MG, 2001.

Figura 9: Plântulas de murici em processo de aclimatização. A. 30 dias após a

transferência para o substrato. B. 120 dias de idade, em casa de vegetação.

UFLA. Lavras, MG, 2001.
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6 CONCLUSÕES

Nas condições experimentais em que este trabalho foi conduzido, pôde-

se concluir que:

1. Oarmazenamento dassementes por 12 meses não afetou suaviabilidade.

2. A remoção do endocarpo esclerificado e do tegumento da semente são

procedimentos favoráveis enecessários àpropagação desta espécie.

3. Oemprego de meio MS completo, suplementado com 30 gX"1 de sacarose
proporcionou elevado percentual germinativo dos embriões eplântulas com
maior acúmulo de matéria seca.

4. A aclimatização desta espécie é possível, a partir de plântulas com 6 a 8
semanas deidade e com 3 a 4 pares defolhas desenvolvidas.
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BIBLIOTECA CENTRAL - Lii.A

CAPITULO 3:TROCASGASOSAS E RELAÇÕES HÍDRICAS EM

MURICI {Byrsonima verbascifoliaRich. ex A. Juss.)

1 RESUMO

As respostas das plantas ao ambiente podem ser avaliadas através d
estudos ecofisiológicos, que permitem compreender os mecanismos utilizado
pelas plantas para sobreviverem e reproduzirem em seu ambiente natural. Com
objetivo de investigar a influência dasvariações sazonais do ambiente físico, na
trocas gasosas e no estado hídrico foliar do murici, um experimento te
conduzido em área de formação campestre, com fisionomia de Cerrado sensi
strictu, localizada no município de Ijaci, região sul do Estado de Minas Gerais
entre os meses de novembro de 2001 a setembro de 2002. Para as avaliaçõe
selecionaram-se seis plantas, com altura média de 2,70 ±0,21 me diâmetr
basal médio de 0,15 ± 0,04 m. Foram avaliados, a uma freqüência mensal, <
potencial hídrico foliar, às 7 e 12horas e as trocas gasosas, às 10 e 12horas. O
resultados mostraram queo potencial hídrico foliar situou-se entre-0,10 a -0,5:
MPa, pela manhã e -0,88 a -1,50 MPa, ao meio dia, durante o períod<
experimental. Não se observou variações sazonais significativas do potência
hídrico, indicando que as plantas encontravam-se em condições hídrica
similares, nas estações seca e chuvosa. Em geral, os valores de fotossíntesi
líquida, transpiração e condutância estomática foram mais elevados entre o
meses de novembro de 2001 a março de 2002, com reduções significativas, <
partir de abril de 2002. As maiores taxas de fotossíntese líquida e condutâncú
foram verificadas às 10 horas, com decréscimos nestes valores às 12 horas. A
transpiração não variou entre os horários de avaliação. As maiores taxai
fotossintética e transpiratória foram observadas na estação chuvosa. A
fotossíntese líquida mostrou-se mais elevada pela manhã, não se observando
entretanto, variações significativas na transpiração entre os horários de
avaliação. A condutância estomática atingiu valores próximos em ambas aí
estações, sugerindo a participação de fatores não estomáticos nas variações
sazonais observadas para as trocasgasosas.

2ABSTRACT

Gasexchange andwater relations in murici {Byrsonima verbascifolia Rich.
ex A. Juss.)

The plant responses to the environment can be evaluated through
ecophysiological studies, which permit to understandthe mechanisms used b\
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plants in order to survive and reproduce in their natural environment. An
experiment was conducted with an objective to investigate the influence of
seasonal variation ofphysical environment on gas exchange and on leaf water
state ofmurici. lhe used área was a praire, with a physionomy ofCerrado stricto
sensu, located in Ijaci, south ofthe State ofMinas Gerais, from november, 2001
to september, 2002. For the evaluation, six plants were selected with an average
height of 2.70 ±0.2lm and an average basal diameter of 0.15 ±0.04 m. Leaf
potential at 7and 12 am and gas exchange at 10 and 12 am was evaluated ever
month. During the experimental period the results showed that the leaf water
potential was established between -0.10 to -0.55 MPa in the moming an(T-0.88
to-1.50 MPa at noon. It was not observed significant seasonal variations of
water potential indicating that the plants were in similar water condmons in
both dry and rainy seasons. The general, the net photosynthesis, transpiration
and stomatal conductance were higher fiom november, 2001 to march, 2002,
with significant reductions starting in april, 2002. Higjier rates of net
photosynthesis and conductance were verified at 10 am, with a decreasing on
these values at 12 am. The transpiration showed no changes during the
evamating hours. Higher photosynthetic and transpiration rates were observed
during rainy season. The net photosynthesis showed higher in the moming,
armougi no significant variations oftranspiration on the evaluating hours were
observed The stomatal conductance reached similar values in both seasons,
suggesting a participation of non stomatal factors on the seasonal variation
observed for the gas exchange.

3 INTRODUÇÃO

Oambiente físico desempenha um papel considerável no crescimento,
desenvolvimento ena produtividade das plantas, promovendo alterações físicas
equímicas no metabolismo vegetal (Janas et ai., 2000).

Abrams & Mostoller (1995) sugerem que as plantas exibem variações

não genéticas em sua morfologia efisiologia, em resposta àvariação ambiental.
Esse fenômeno, conhecido como plasticidade fenotípica é responsável pelos
diferentes padrões de crescimento edesenvolvimento das espécies que vivem em
diferentes ecossistemas.

O Cerrado brasileiro representa o segundo maior bioma do país e
concentra sobre a sua superfície uma fonte inestimável de recursos biológicos,
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pouco explorada e de elevado potencial econômico, com um grande número d

espécies medicinais, frutíferas, ornamentais e fornecedoras de madeira (Almeid

et ai., 1998). Segundo Sarmiento (1984), as comunidades do Cerrado sã

complexas e caracterizam-se por uma grande diversidade de espécies arbóreas

Entre os principais fatores que influenciam a estrutura da vegetação incluem-s

o fogo, os baixos níveis de nutrientes, alta temperatura e demanda evaporativa

a pronunciada sazonalidade de precipitação (Pivello & Coutmho, 1992). Par

Adámoli et ai. (1986), as variações climáticas, caracterizadas principalment

pela distinção entre uma estação seca (abril a setembro) e outra chuvos

(outubro a março), representam a principal limitação ambiental do Cerrado. Há

geralmente, um verão úmido, com alta precipitação, que coincide com alta;

irradiâncias e altas temperaturas e um inverno seco, com baixa precipitação (

menores temperaturas. Alvim & Alvim (1975) relatam que em ecossistema;

tropicais, o potencial interno de água parece ser um fator diretament<

relacionado com o ritmo decrescimento e, segundo osautores, o estresse hídricc

seria a causa primária do crescimento vegetativo, sendo este um pré-requisitc
para a quebra da dormência dos brotos. Meinzer et ai. (1999) consideram que c

padrão de comportamento das espécies do Cerrado não esteja totalmente na

dependência dos fatores hídricos e, sim, de uma interação dos fatores

edafoclimáticos edas características peculiares desta vegetação.

O murici {Byrsonima verbasdfolia Rich. ex A. Juss.) destaca-se come

uma espécie medicinal e frutífera, de ampla distribuição no Cerrado brasileiro.

Popularmente, sua casca, rica emtaninos, é muitoutilizada como cicatrizante e

anti-inflamatória, devido à sua elevada adstringência (Rodrigues & Carvalho,

2001). Levantamentos fítossociológicos, realizados por Almeida et ai. (1998)
mostraram que esta espécie apresenta uma densidade regular, variando com a

fitofisionomia do Cerrado e da região. Apesar de sua importância econômica, é
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ouço estudada, principalmente, em relação ao seu comportamento diante de

ariações no ambiente físico emque se desenvolve.

O monitoramento periódico das variações sazonais e diurnas do status

ídrico e das trocas gasosas, particularmente da fotossíntese e transpiração,

uando associadas a medições da condutância estomática e de variações de

aracterísticas ambientais e edáfícas, pode servir como uma importante

erramenta para se compreender como uma determinada espécie ou genótipo
[tiliza os recursos disponíveis do ambiente e de como as flutuações sazonais

[estes recursos afetam a produtividade primária (Roberts et ai., 1992). Segundo

iogan et ai. (1995) e Ishida etai. (1996), medições "in situ" das trocas gasosas e

le diferentes características de clima e solo têm sido amplamente utilizadas

«mo ferramenta para avaliar, em nível pontual, as respostas de produtividade
>rimária de espécies florestais diante das variações diurnas e sazonais nas

condições ambiente.

A inexistência de pesquisas sobre o comportamento do murici em seu

imbiente natural levou à presente investigação, que teve como propósito

>rincipal investigar a influência das variações sazonais do ambiente físico, nas
rocas gasosas enas relações hídricas desta espécie, em condições naturais.

4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Condições experimentais

O estudo foi conduzido noperíodo de novembro de 2001 a de setembro

de 2002, em área de formação campestre com fisionomia de Cerrado sensu

stricto, localizada no município de ljaci, situado ao sul do estado de Minas
Gerais, a 918 m de altitude, 21°14'S de latitude e longitude 44,9° 00' W GRW

(figura 1). Atemperatura média anual do ardessa região é 19,4 °C e as médias
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anuais de temperatura do ar máxima e mínima são, respectivamente, 26,1 °C e

14,8 °C, com precipitação anual de 1529,7 mm (Brasil, 1992). Segundo a

classificação de Kõppen, o clima da região é do tipo Cwa, apresentando duas

estações bem definidas: seca, de abril a setembro e chuvosa, de outubro a março.

América do Sul

aos

SAQ PAULO

222-

0 30 ED SDKth

BRASIL

MINAS GERAIS

Lago do Funil

Represa de

Camargos

Figura 1: Localização geográfica da área experimental, onde o símbolo ♦ representa o

município de Ijaci (Adaptado de Rodrigues & Carvalho, 2001).
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A figura 2 apresenta os valores diários de ternperaturas máxima e

mínima e precipitação, referentes ao período experimental, coletados na Estação

Climatológica Principal de Lavras, situada a aproximadamente 10 Km da área

experimental.
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Figura 2: Valores diários de temperaturas máxima (- ) e mínima (...) e precipitação
diária (mm), observados durante o período experimental. As datas

correspondentes às avaliações das características biofísicas estão indicadas

pelo asterisco (*). Fonte: Estação Climatológica Principal de Lavras. UFLA.

Lavras, MG, 2002.

71



De maneira geral, o período experimental foi caracterizado p
condições de temperaturas máxima e mínima acima das normais climatológic
para a região (Brasil, 1992) (figura 3).

Abr Mai Jun Jul Ago

Meses (2001-2002)

wtÊÊÊ Precipitação
EEB Precipitação (NO
" •' Temperatura máxima

O Temperatura máxima (NC)
t Temperatura mínima

—V Temperatura mínima (NG)

soo

1-400

-300

200

-100

Figura 3: Valores mensais médios de temperaturas máxima e mínima e precipitacã

mensal (mm), durante o período experimental (Fonte: Estação Climatológic

Principal deLavras) e normais climatológícas (NC)observadas de 1965-1990

UFLA. Lavras, MG, 2002.
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Com exceção dos meses de dezembro/2001 e fevereiro de 2002, os

demais meses apresentaram-se mais quentes, com elevações médias de 1a 2 C

na temperatura. Precipitações mais elevadas foram verificadas nos meses de

dezembro e fevereiro, sendo estas 26%e 48%superiores àquelas esperadas para

o período, enquanto que osmeses de abril a setembro mostraram-se mais secos,

com baixos índices pluviométricos.

O solo da área foi classificado como Latossolo Vermelho Distrófico,

muito argiloso, relevo ondulado fase cerrado, segundo o Departamento de
Ciência do Solo/UFLA, para onde foi encaminhada também uma amostra para

análise, cujos resultados encontram-se descritos natabela 2 (anexo B).
A espécie estudada foi o murici (byrsonima verbascifolia Rich. ex A.

Juss), pertencente à família Malphigiaceae. Para as avaliações foram

selecionadas 6plantas, com ataira média 2,70 ± 0,21 me diâmetro basal médio

de 0,15 ± 0,04m, medido a 5 cmdo solo.

4.2 Características avaliadas

4.2.1 Trocas Gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas utilizando-se analizador portátil de
C02 infravermelho (IRGA), modelo ADC-LCA-4 (Hoddesdon, UK). Foram
avaliadas as seguintes características: fotossíntese líquida (A), transpiração (E),
condutância estomática (g,), concentração de C02 intercelular (Ci), densidade de
fluxo de fótons fotossinteticamente ativos (DFFFA), tenmeratura da folha (Tf) e

da cubeta (T), umidade relativa (ÜR). Apartir dos dados de umidade relativa e
temperatura da cubeta, foram obtidos os valores do déficit de pressão de vapor
da cubeta. As avaliações foram realizadas a uma freqüência mensal, em dias
predominantemente claros, nos horários de 10:00 e 12:00 horas (hora solar),
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aproximadamente, sempre em folhas completamente expandidas. Os doi

horários foram escolhidos por seremrepresentativos de períodos com diferente

demandas atmosféricas, o que permite eliminar possíveis efeitos limitantes d<

horário das 12:00 horas sobre os tratamentos.

4.2.2 Potencial Hídrico (y foliar)

A avaliação do estado hídrico das plantas foi realizada através d<

medidas do potencial hídrico foliar às 7:00 e 12:00 h, respectivamente,

empregando-se bomba de pressão (Soil Moisture - Modelo 3005), nas mesmas

datas das trocas gasosas. Cada repetição foi constituída de uma folha

completamenteexpandida, porplanta.

4.3 Delineamento experimental e análises estatísticas

Para todas as avaliações, empregou-se delineamento experimental

inteiramente casualizado, constituído de 6 repetições por tratamento (6 plantas),

utilizando-se uma folha por planta. As avaliações foram realizadas sempre em

folhas completamente expandidas, de ramos localizados noterço médio e coma

mesma orientação solar, isto é, no sentido leste.

Os dados obtidos foram submetidos à análise devariancia, seguindo os

modelos matemáticos próprios para o delineamento inteiramente casualizado e

analisados estatisticamente, utilizando-se o Sistema de Análise de Variancia para

Dados Balanceados (Ferreira, 2000). Para comparação dos contrastes entre

médias dostratamentos utilizou-se Teste de Scoott & Knott (1974), ao nível de

5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 O Microclima

A densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos (DFFFA)

variou entre 266 a 1992 umol.m'2.s"\ independente dos horários de avaliação

(figura 4 a e b). O déficit de pressão de vapor (DPV) apresentou pequenas

oscilações pela manhã (10:00 horas), mas de maneira geral, situou-se em uma
faixa média de 2,0 kPa. Ao meio dia, as variações no DPV foram mais
acentuadas, variando significativamente de 1,65 a 5,85 kPa. Em geral, a DFFFA
e o DPV assumiram maiores valores na estação chuvosa, em relação aos

menores valores observados na estação seca. Atemperatura da folha mostrou-se

mais elevada ao meio dia (p<0,05), situando-se em uma faixa de 27,0 a 44,0 °C,
com um aumento médio de aproximadamente 5 °C, em relação ao período da

manhã (figura 4 c).

Na figura 5 estão apresentados os valores de densidade de fluxo de
fótons fotossinteticamente ativos, déficit de pressão de vapor e temperatura da

folha, correspondentes às médias para as estações chuvosa e seca, observadas às
10 e 12 horas, durante o período experimental. Verifica-se que os maiores

valores de DFFFA, DPV e temperatura da folha ocorreram na estação chuvosa,

sendo estes 51%, 38% e 19% superiores àqueles da estação seca,

respectivamente. Aumentos no DPV e na temperatura foliar foram observados
ao meio dia (p<0,05), em ambas as estações, enquanto que a DFFFA não
apresentou variações significativas entre os horários de avaliação, possivelmente
devido às características dos estratos arbóreos que compõem a área em estudo,

tomando-a mais sombreada.
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Figura 4: Densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos (DFFFA), déficit de

pressão de vapor (DPV) e temperatura foliar durante o período experimental.

A DFFFA (•) e DPV (O)às 10:00 h; B. DFFFA (•) e DPV (O) às 12:00 h;

C. Temperatura foliar às 10:00 (•) e 12:00 h (•). Cada barra representa a

média ± o erropadrão de6 observações. UFLA. Lavras, MG, 2002.
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5.2 Potencial hídrico foliar

A figura 6 apresenta osvalores dopotencial hídrico foliar das plantas d

murici, às 7:00 h e 12:00h, durante o período experimental. Observa-se ;

ocorrência de variações mensais significativas, emambos horários deavaliação

situando-se em uma faixa de -0,10 a -0,55 MPa para o período da manhã e -0,8!

a -1,50 MPa, ao meio dia.
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Figura 6: Potencial hídrico foliar (\|/w) às 7:00 e às 12:00 h, referentes ao periodo

experimental. Cada barra representa a média ± o erro padrão de 6

observações. UFLA. Lavras, MG, 2002.
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Às7:00 horas, o potencial hídrico variou em tomo de um valor médio

de -0,26 MPa emaiores valores foram observados no mês de abril, acentuando-
se nos três meses subsequentes, o que coincidiu com o período de seca,

permanecendo em tomo de -0,10 MPa. Estes aumentos foram acompanhados por
reduções no déficit de pressão de vapor, associados às menores temperaturas

verificadas neste horário (figuras 2 e 5). As elevações observadas no potencial

hídrico foliar, nos meses de novembro de 2001 e fevereiro de 2002, pela manhã,
estão associadas às chuvas ocasionais ocorridas em dias imediatamente

anteriores às avaliações, como pode ser observado na figura 2. Em geral, ao

meio dia, observaram-se valores significativamente menores de potencial hídrico
foliar, em relação àqueles observados às 7 horas. Em alguns casos, como nos

meses de novembro de 2001 e abril, junho e julho de 2002, estas reduções

chegaram a 90%, em média, sendo mais acentuadas em períodos de maior
demanda evaporativa da atmosfera emenor disponibilidade de água no solo.

A figura 7 mostra os resultados obtidos para o potencial hídrico foliar
referentes àmédia das estações seca e chuvosa, durante o período experimental.

A análise dos resultados mostrou que os valores de potencial hídrico não

variaram sigmficatrvamente entre as estações, indicando que as plantas se
encontravam em condições hídricas similares. Estes resultados refletem a alta
disponibilidade hídrica das camadas mais profundas do solo e reforçam as
observações de Goodland &Ferri (1979), Medina &Francisco (1994) e Franco
(1998), de que os solos sob Cerrado conservam-se, em geral, úmidos durante
todo o ano, mesmo nos períodos de seca mais intensa. Segundo Matos et ai.
(1997), em geral, as árvores earbustos do Cerrado apresentam potencial hídrico
ao amanhecer entre -0,1 e -0,3 MPa, na estação chuvosa e -0,3 e -0,8 MPa, na

estação seca e potencial hídrico mínimo ao meio dia, geralmente alcançando
valores de -1,0 a -3,0 MPa, na estação chuvosa e -2,0 a -4,0 MPa, na estação

seca.
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Figura 7: Valores médios do potencial hídrico foliar (\|/w) nas estações seca (•) <

chuvosa (Cf), às 7:00 e 12:00 h. Cada barra representa a média ± o ern

padrãode 6 observações.UFLA Lavras, MG, 2002.

Embora não tenham sido detectadas diferenças significativas no estadc

hídrico das plantas, determinado através do potencial hídrico foliar, entre ai

estações secae chuvosa, nota-se através da figura 6, que os maiores valores d<

potencial hídrico foram alcançados nos meses de maio, junho e julho, meses

estes típicos da estação seca. Estes resultados mostraram uma coincidência

relevante com o período de senescência e abscisão foliar das plantas e estãc

associados, possivelmente, a uma redução no número de folhas e ao rato daí

plantas em estudo habitarem áreasmais sombreadas, fatores estes limitantes de

consumo de água pelas plantas. A redução na atividade metabólica no período

seco, associada à baixa temperatura pode representar uma estratégia de

adaptação desenvolvida pela espécie em estudo, a uma baixa disponibilidade

hídrica, comum nesta época do ano. Damesin & Rambal (1995), em estudos

realizados comOuercus pubecens relatam quea senescência foliar induzida pela
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seca pode ser um mecanismo de adaptação e indica uma estratégia de escape à

esta condição ambiental.

Os resultados apontam o envolvimento de um complexo padrão de

exploração de água, presentes nas camadas mais profundas do solo, durante a

estação seca, o que, segundo Abdalla etai. (1998) é uma característica típica de

muitas espécies lenhosas do Cerrado. A presença de raízes profundas possibilita
a absorção de água em quantidade suficiente, para balancear a perda durante a

transpiração na estação seca, mantendo o potencial hídrico foliar relativamente

alto neste período.

53 Trocas gasosas

A figura 8 ilustra o comportamento das plantas em relação à
fotossíntese líquida, transpiração e condutância estomática, observados às 10
horas e ao meio dia, durante o período experimental. Em geral, os valores de

fotossíntese líquida, transpiração econdutância estomática foram mais elevados
entre os meses de novembro de 2001 a março de 2002, observando-se, a partir

do mês de abril, reduções médias de aproximadamente 46% para as trocas

gasosas e 20% para a condutância estomática, pela manhã e ao meio dia,
mostrando uma delimitação nítida de respostas das plantas, em relação às
estações chuvosa e seca, respectivamente. Estes decréscimos apresentaram-se
como uma característica marcante do período experimental e estão associados ao

efeito das condições nncroclimáticas do período sobre acondutância estomática.
Pela manhã, as reduções podem ser atribuídas auma diminuição na DFFFA e ao

meio dia, auma elevação no DPV ena ternperatura da folha, conforme pode ser

observado pelos resultados apresentados na figura 4.
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Figura 8:Fotossíntese (A), Transpiração (E) e tonditância Estomática (&) medidas à

10:00 e 12:00 h, durante o período experimental. Cada barra representa ;

média ± o erropadrão de6 observações. UFLA. Lavras, MG,2002.

As maiorestaxas fotossintéticas e valores mais elevados de condutânck

estomática foram verificados às 10horas (p<0,05), com oscilações na faixa d«

1,44 a9,88 umolrnls"1 e0,01 a 0,16 moLrnV1, respectivamente. Ao meio dia,
as variações na condutância foram menos acentuadas, permanecendo em tome
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ie 0,05 molrnls"1 edecréscimos médios de 27 %na fotossíntese líquida e46%
aa condutância estomática foram observados, em relação ao horário das 10

horas. A transpiração situou-se em uma faixa de 0,56 a 3,66 mol.m" .s" no
período da manhã e 0,51 a 3,30 rnolmls'1 ao meio dia, não apresentando
diferenças significativas em relação aos horários de avaliação. Os valores de
fotossíntese líquida verificados para omurici, no período chuvoso, mostraram-se

próximos àqueles relatados para outras espécies lenhosas do Cerrado, como
Qualea parviflora, Dalbergia miscolobium ePterodon pubescens, com valores
de fotossíntese líquida da ordem de 12,5,8,0 e6,0 umoLmls-1, respectivamente
(Bustamante et ai., 1996).

A relação entre a fotossíntese líquida, transpiração e contutância
estomática estão representadas na figura 9. Em geral, a fotossíntese líquida e a
transpiração aconmanharam as variações na condutância estomática, com uma
resposta mais direta da transpiração, sugerindo uma modulação das trocas
gasosas por fatores estomáticos, ao longo do período experimental.

O particionamento das variâncias da fotossíntese líquida e da
transpiração, através de estudos de regressão, em relação à condutância
estomática, mostrou que 58% da variancia da taxa assimilatória (r=0,76) e59%
da variancia da transpiração (r= 0,77) estiveram na dependência do movimento
estomático, indicando uma resposta das trocas gasosas a estes tatores (figura
10). Segundo Jones (1998), entretanto, a análise do papel dos estômatos no
controle das trocas gasosas écomplexo, devido àexistência de vários pontos de
"feedback", em que as próprias alterações nos padrões de assimilação e
transpiração, resultantes de mudanças na condutância estomática, podem, por
sua vez, afetar o movimento estomático.
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Figura 9: Relação entre a fotossíntese líquida (A), transpiração (E) e condutância

estomática(gj, entre novembrode 2001 a setembro de 2002. A Fotossíntese

Líquida às 10h; B. Fotossíntese Líquida às 12 h; C. Transpiração às 10 h;

D. Transpiração às 12h. UFLAiLavras, MG, 2002.
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Analisando-se as figuras 4 e 8 verifica-se que a resposta estomática, em

ambos os horários de avaliação pode ser atribuída, principalmente, a variações

significativas noDPV, visto que a DFFFA atingiu valores próximos, às 10 e 12

horas, provavelmente pelo tato do murici ser uma espécie de subbosque. De

acordo com Grantz (1990), o incremento no déficit de pressão de vapor pode

induzir o fechamento estomático, reduzindo subseqüentemente a condutância
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estomática. Segundo Liao & Weng (2002), vários fatores afetam o moviment

estomático. Além da disponibilidade hídrica do solo, o movimento estomátic

pode ser diretamente influenciado por condições ambientais como a radiaçã<

solar, déficit de pressão de vapor, concentração interna e externa de C02

temperatura do ar. Além destes, determinados aspectos xeromórficos das folhas

peculiares da maioria das espécies lenhosas do Cerrado, como a presença di

intensa pilosidade, cutícula espessa e estômatos em depressões, podem interferi

em determinadas respostas estomáticas e, consequentemente, nas trocas gasosa

(Prado & Moraes, 1997).

Os resultados médios sazonais para a fotossíntese líquida, transpiração e

condutância estomática, observados às 10 e 12 horas, estão apresentados na

figura 11. As maiores taxas de fotossíntese líquida e transpiração forair

verificadas na estação chuvosa (p<0,05), sendo estas 47% e 45% superiores,

respectivamente, àquelas observadas na estação seca. A fotossíntese líquida

mostrou-se mais elevada no período da manhã, apresentando ao meio dia, um

decréscimo de 27% em seus valores, associado ao fechamento estomático.

ocasionado por uma maior demanda atmosférica do horário, conforme pode sei

verificado nas figuras 5 e 11. Nãoforam observadas variações significativas nas

taxa transpiratória entre os horários deavaliação, entretanto, através da figura 8

nota-se que as plantas apresentaram uma restrição em seu processo

transpiratório, no início do período seco. Este comportamento assemelha-se

àquele relatado por Franco (2000) para espécies lenhosas de Cerrado, quando

estudos apontam que muitas espécies transpiram livremente durante o ano,

algumas restringem sua transpiração somente no final da estação seca e poucas

restringem sua transpiração a partir do início da estação seca.
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A análise do comportamento estomático nas estações chuvosa e sec

revelou que a condutância estomática atingiu valores próximos em ambas a

estações (p>0,05), indicando que o movimento estomático não respondeu à

variações das condições microclimáticas do período. Estes resultados sugerem ;

participação de outros fatores, não estomáticos, nas variações sazonai:

observadas para as trocas gasosas. Alguns estudos revelam que fatores come

radiação, temperatura e déficit de pressão de vapor, além da redução n;

concentração e atividade da enzima rubisco, fotoinibição e redução na eficiêncú

fotoquímica do fotossistema n, exercem um controle importante sobre as trocai

gasosas, e, principalmente, sobre a fotossíntese (Chaves e Rodrigues, 1987:

Patakas, 1993; Souza, 1999).

Segundo Ninemets (2002), em muitas espécies, apenas a condutânck

estomática não pode explicar as variações percebidas no comportamente

fbtossintético Mudanças nos padrões ibtossintéticos podem ser ocasionadas

tanto por fatores estomáticos, quanto por fatores do ambiente físico come

DFFFA, temperatura e umidade do ar. Entretanto, a sensibilidade e o padrão de

resposta estão condicionados à espécie em particular (Damesin & Rambal, 1995.

Flexas et ai., 2001). De acordo com Matos et ai. (1997), vários estudos com

plantas lenhosas adultas do Cerrado sensu stricto têm mostrado a ausência de

um controle pronunciado das trocas gasosas, pela condutância estomática,

durante a estação seca.

Observações de campo mostraram que o murici apresentou um padrão

de desenvolvimento, dentro daquele descrito por Sarmiento & Monastério

(1983), para outras espécies do Cerrado. Os processos de alta demanda

energética como o florescimento, a frutificação e a produção de sementes

ocorreram durante a estação chuvosa, coincidindo com o período de maior

atividade assimilatória nestas plantas. O período vegetativo iniciou-se em

meados do mês de abril, estendendo-se até setembro, com a queda total das
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folhas, meses estes típicos da época seca. Decréscimos na atividade
fotossintética foram observados neste período, juntamente com os primeiros

sinais desenescência foliar, manifestando-se através de umleve amarelecimento

foliar, acentuando-se nos meses seguintes e culminando com a abscisão foliar

(figura 1,anexo A). Segundo Damesin &Rambal (1995), a ocorrência de altas
taxas de assimilação fotossintética, antes da disfunção foliar induzida pelo

déficit hídrico é um mecanismo importante e que garante a sobrevivência das

espécies.

6 CONCLUSÕES

Nas condições experimentais em que este trabalho foi conduzido, pôde-

se concluir que:

1. Opotencial hídrico foliar não apresentou variações sazonais significativas,
indicando que as plantas de murici encontravam-se em condições hídricas

similares nas estações seca e chuvosa.

2. Os maiores valores de potencial hídrico, antes do amanhecer, apresentados

nos meses de maio, junho ejulho, associados à senescência foliar observada

neste período, são indicativos de uma estratégia de adaptação desenvolvida
pelo murici, à baixa disponibilidade hídrica do solo, comum nesta época do

ano.

3. As plantas apresentaram maiores taxas fotossintética e transpiratória na
estação chuvosa, entretanto, a condutância estomática atingiu valores
próximos em ambas as estações, sugerindo a participação de fatores não
estomáticosnas variações sazonaisobservadaspara as trocas gasosas.
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CAPÍTULO IV: AVALIAÇÃO SAZONAL DA ATIVIDADE DA
FENILALANINA AMÔNIA-LIASE EDOS TEORES DE FENÓIS E

TANINOS TOTAIS NO MURICI {Byrsonima verbascifolia Rich. exA. Juss.

1 RESUMO

Variações sazonais do ambiente físico, características das estações sec
e chuvosa influenciam diretamente o crescimento, desenvolvimento
produtividade vegetal, por promoverem alterações fisiológicas ebioquímicas n
metabolismo das plantas. A disponibüidade de recursos pode ocasiona
flutuações nos níveis de metabólitos secundários vegetais e efeitos regulatório
na atividade de enzimas chaves da rota biossintética destes compostos. Com i
objetivo de avaliar ainfluencia das condições do ambiente físico, na atividade d
enzima fenilalanina amônia-liase e nos teores de fenóis e tanmos totais, durant
as estações seca e chuvosa, em plantas de murici desenvolvidas em condiçõe
naturais, um estudo foi conduzido em área de formação campestre con
fisionomia de Cerrado sensu stricto, localizada no município de Ijaci, MG, entn
os meses de novembro de 2001 e setembro de 2002. Durante o períod<
experimental, folhas e cascas de plantas previamente selecionadas foran
coletadas auma freqüência mensal e analisadas em relação àatividade da enzimi
fenilalanina amônia-liase e teores de fenóis e taninos totais, respectivamente
empregando-se metodologias usuais. Odelineamento empregado foi em bloca
casualizados, constituído de 3 blocos, com 11 indivíduos cada. Os resurtadoí
obtidos revelaram que durante o período experimental aatividade da fenilalanina
amônia-liase apresentou-se dentro de uma ampla faixa de variação (13,0 a 35,5
umol de ác. cmâmico.h",.g*1 de MF), os teores de fenóis totais permanecerarr
praticamente constantes, em tomo de 27,5% e variações significativas foran
observadas em relação aos conteúdos médios de taninos totais que se situaran
entre 6 a 13%, aproximadamente. Variações sazonais significativas na atividade
enzimática e nos teores de taninos totais foram observados, sendo os
incrementos na atividade enzimática e os declínios nos teores detaninos totais
característicos da estação seca. Os níveis de fenóis totais não variaram
significativamente entre as estações seca e chuvosa. Osteores de tanmos totais
acompanharam as respostas fotossintéticas das plantas, enquanto que a atividade
enzimática mostrou-se mais influenciada pelas condições ambientais.
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2ABSTRACT

Seasonal evaluatíon of phenylalanine ammonia-lyase activity and total
phenolic and tannin contents of murici {Byrsonima verbastifoliaRich. ex A.

Juss.)

Seasonalvariations ofphysicalenvironment, a characteristic ofboth dry
and rainy season may influence growth, development and plant productivity by
promoting physiological and biochemical alterations on plant metabolism. The
availability of resources may cause instability on the leveis of plant secondary
metabolite and regulatory effects on the activity of key enzymes of their
biosynthetic pathway. Anexperiment study was conducted withtheobjective to
ívaluate the influence of physical environment condrtions on the phenylalanine
ammonia-lyase activity and on the totalphenolic andtannin contents during dry
and rainyperiod in murici plantsdeveloped in natural condrtions. The studywas
performed in a praire área, with a physionomy of stricto sensu Cerrado, located
in Ijaci, south of the State of Minas Gerais, from november, 2001 to september,
2002. During the experimental period, plant leaves and bark were previously
selected, monthly collected and analysed according to phenylalanine ammonia-
lyase activity andtotal phenolic and tannin contents. A complete block design,
composed byof3 plots, with 11 individuais each was used. The resufts revealed
that during the experimental period the phenylalanine ammonia-lyase activity
presented a wide range ofvariation (13.0 to 35.5 umol cinnamic acid. h.g FW).
The total phenolic content remamed stable, around 27%. Significant variations
(approximately 6-13%) were observed in relation tothe average content of total
tannin. It was also observed significant seasonal variations on enzyme activity
and total tannins contents. lhe increase of the enzyme activity and decrease of
the total tannins contents were characteristic of the dry season. The leveis of
total phenolics had no vary significant variation during the dry and rainy
seasons, while the total tannin contents followed thephotosynthetic response of
plants, the enzyme activity was much more influenced by environmental
condrtions.

3INTRODUÇÃO

Ao longo deseu biociclo, asplantas sintetizam uma grande variedade de

metabólitos secundários, para os quais muitas funções ecológicas, fisiológicas e

curativas têm sido atribuídas (Kouki & Maneias, 2002). Segundo Harbome

(1999) e Santiago et ai. (2000), os compostos fenólicos destacam-se como um
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grupo de substâncias químicas aromáticas, amplamente distribuídos no rein

vegetal e com uma grande diversidade de papéis biológicos, atuando com

compostos dedefesa de plantas contra herbívoros e patógenos (taninos), suport

mecânico (lignina), naatração de agentes polinizadores e dispersores de frutos

sementes (antocianina e flavonóis), absorção de radiação U.\

(furanocumarinas), ou interferindo no crescimento, por competição com outra

plantas (fenóis simples e proantocianidinas). Além de sua importância biológica

muitos fenólicos vegetais como taninos, flavonóides e cumarinas têm sid<

empregados em fitoterapia, devido aoseuelevado potencial medicinar.

Ostaninos são substâncias polifenólicas, de alto peso molecular e sabo

adstringente, que se encontram dissolvidos no interior dos vacúolos vegetai
(Parra Pozo, 1997; Santiago et ai., 2000). Além de sua larga utilização na

indústrias de curtume (Santos et ai., 2000), tradicionalmente são tambén

utilizados na medicina popular, como antídotos contra intoxicações po

alcalóides, notratamento de queimaduras e em infecções intestinais, devido í

sua ação adstringente (Haslam, 1996). De acordo com De Bruyne (1999), o*

tanmos, assim como os demais compostos fenólicos, derivam-se de un

intermediário biossintético comum, a fenilalanina, ou de seu precursor, o ácidc

shiquímico, sintetizados através da Rota do Shiquimato.

A fenilalanina amônia-liase destaca-se como uma enzima chave e

regulatória da rota de biossíntese dos fenilpropanóides e seus derivados,

catalisando a transformação, por desaminação, do aminoácido L-fenilalanina,

em ácido trans-cinâmico, sendo este o primeiro passo para a biossíntese dos

fenólicos vegetais (Solecka &Kacperscka, 1995; Benkeblia, 2000; Cheng etai.,
2001).

Do ponto de vista fisiológico, os taninos são considerados metabólitos

secundários, originados diretamente do metabolismo do carbono (Koricheva et

ai., 1998; Heyworth et ai., 1998). Nas plantas, a alocação de carbono para a
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síntese de metabólitos secundários é determinada tanto pela disponibilidade de

recursos edafoclimáticos (água, nutrientes, luz, concentração de CO2), comopor

estresses específicos (seca, poluentes atmosféricos, radiação uftra-violeta,

temperatura) (Koricheva et ai., 1998; Lavola, 1998; Kouki & Maneias, 2002).

Devido à estreita inter-relação do metabolismo primário, com as rotas de

biossíntese dos metabólitos secundários, vários fatores que afetam o

crescimento, fotossíntese e outros aspectos do metabolismo primário, também

causam efeitos no metabolismo secundário (Lavola et ai., 2000). Contudo,

segundo Lavola (1998), deve-se considerar que quando associados, estes fatores

podem afetar diferentemente os padrões morfológicos ebioquímicos das plantas.
De acordo com Kouki & Manetas (2002), a disponibilidade de recursos

pode ocasionar flutuações nos níveis de compostos fenólicos vegetais, além de
promoverem efeitos regulatórios na atividade de enzimas chaves da rota
biossintética destes metabólitos. Janas et ai. (2000) ressaltam que a atividade da

fenilalanina amônia-üase e o acúmulo de fenólicos ocorrem como conseqüência

de vários estresses. Entre eles, citam-se os estresses bióticos, como infecçao por

microorganismos, ataque de insetos eherbívoros (Rivero et ai., 2001) eestresses
abióticos como temperatura (Solecka et ai., 1999; Janas et ai., 2000), luz
(Lavola et ai., 2000), disponibilidade de água (Chakraborty et ai., 2001),
ferimentos (Saltviet, 2000) e níveis de C02 atmosférico (Hartley et ai., 2000;
Assis et ai., 2001). Solecka & Kacperska (1995) relatam que estes estresses

podem modificar tanto asíntese da enzima, como asua atividade, em uma ampla

variedade de plantas.

Atualmente, várias pesquisas científicas relacionadas às plantas

medicinais, ou com potencial medicinal, têm sido direcionadas, não somente em

relação aos aspectos fàrmacológico e químico, mas também em relação aos
aspectos fítotécnicos do crescimento, desenvolvimento e produção (Castro,
1999). O conhecimento do comportamento destas espécies, em relação às
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condições impostas pelo ambiente físico e dospossíveis efeitos destas condiçõ

nos teores de seus princípios ativos é de fundamental importância para

utilização sustentável desta inestimável fonte de recursos naturais.

A exploração mdiscrimínada derecursos vegetais temcontribuído para

extinção de várias espécies utilizadas tradicionalmente na medicina popular.

EMBRAPA, através doCentro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN

vem desenvolvendo trabalhos de levantamento de espécies medicinais d

Cerrado, as quais estão sendo selecionadas para a inclusão na lista de espécie

prioritárias para conservação (Almeida et ai., 1998). Entre estas espécie
encontra-se a Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss., conhecida comument

como murici, uma espécie medicinal e frutífera de ampla distribuição n

Cerrado brasileiro. O murici é utilizado popularmente devido às sua

propriedades adstringentes, atribuídas aotanino, presente em altas concentraçõe
na casca desta planta.

Devido a existência de poucas informações relacionadas à ação d

fatores ambientais, na síntese de metabólitos secundários com atividad

terapêutica, propôs-se esta investigação, que teve como objetivo príncipe
verificar a influência sazonal de fatores do ambiente físico, na atividade d

enzima fenilalanina amônia-liase e nos teores de fenóis e taninos totais en

plantas de murici, desenvolvidas emcondições naturais.

4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Considerações gerais: época, localização e condições experimentais

O estudofoi conduzido no períodode novembro de 2001 a setembro d(

2002, em área de formação campestre com fisionomia de Cerrado sensu stricto.

localizada nomunicípio de Ijaci, situado ao sul do estado de Minas Gerais, a 918
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m de altitude, 21°14'S de latitude e longitude 44,9°00* W GRW. A temperatura

média anual do ardessa região é 19,4 °Ce as médias anuais detemperatura do ar

máxima e mínima são, respectivamente, 26,1 °C e 14,8 °C, com precipitação

anual de 1529,7 mm (Brasil, 1992). Segundo a classificação de Kõppen, o clima

da região é do tipo Cwa, apresentando duas estações bem definidas: seca, de

abril a setembro e chuvosa, de outubro a março.

A figura 1 apresenta os valores diários de horas de insolação,

temperaturas m^ima, média e mínima e precipitação, referentes ao período

experimental, coletados na Estação Climatológica Principal de Lavras, situada a

aproximadamente 10 Km da área experimental. De maneira geral, o período

experimental caracterizou-se por condições de temperaturas máxima e mínima
acima das normais climatológícas para a região (Brasil, 1992), como mostrado

no capítulo anterior. Atemperatura média variou de 14,6 °C a24,6 °C, enquanto

quea insolação oscilou entre 0 a 12,2 horas.

O solo da área foi classificado como Latossolo Vermelho Distrófico,

muito argiloso, relevo ondulado fase cerrado, segundo o Departamento de
Ciência do Solo/UFLA, para onde foi encaminhada também uma amostra para

análise, cujos resultados encontram-se descritos na tabela 2(anexo B).
A espécie estudada foi o murici {Byrsonima verbascifolia Rich. ex A.

Juss), pertencente à família Malphigiaceae. Para as avaliações selecionaram-se

plantas recém brotadas, com altura média 2,90±0,27 me diâmetro basal médio

de 0,17±0,051m, medidoa 5 cm do solo.

Para as avaliações bioquímicas, empregaram-se folhas completamente

expandidas, retiradas de ramos localizados nos terços inferior, médio e superior
das plantas e, para as avaliações fítoquímicas, coletou-se fragmentos de cascas

do tronco, removidos a uma altura de aproximadamente 50 cm do solo, com

auxílio de uma faca. Imediatamente após a coleta, o material vegetal foi
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Figura 1: Valores diários de: A insolação; B. temperatura média; C. temrjeratura

máxima (- ) e mínima (...) ; D. precipitação diária (mm), observados durant

o período experimental. As datas das coletas estão inrfiraHay peto asteriso

(*). Fonte: Estação Climatológica Principal de Lavras. UFLA. Lavras, MG
2002.
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acondicionado em papel alumínio, etiquetado e armazenado em nitrogênio

líquido. Posteriormente, as folhas foram transferidas para Freezer Forma

Scientific (model 925), a - 86°C, atéo momento de serem utilizadas. As cascas

foram hofilizadas, utilizando-se Uofilizador Labconco, modelo Freezone 6 e a

seguir, trituradas em micro-moinho e armazenadas em frascos fechados e

protegidosda luz.

As coletas foram realizadas nos mesmos dias das avaliações das trocas

gasosas epotencial hídrico foliar, pela manhã, auma freqüência mensal, em dias

predominantemente claros das estações seca echuvosa (figura 1).

4.2 Características avaliadas e reagentes utilizados

Foram avaliadas características bioquímicas e fitoquímicas em plantas já

estabelecidas na área em estudo.

A L-fenilalanina utilizada como substrato, o p-mercaptoetanol, o ácido

etilenodiamino tetracético (EDTA), o polivinil polipirrolidona (PVPP), a

agarose e o ácido tânico empregado como padrão foram obtidos da Sigma
Chemical CO., St. Louis, MO. As demais substâncias químicas utiüzadas

apresentavam omaior grau de pureza disponível. A água empregada no preparo

detodas assoluções foi previamente destilada e deionizada.

4.2.1 Características bioquímicas

Oestudo bioquímico foi baseado na avaliação sazonal da atividade da
enzima fenilalanina amônia-liase. O procedimento descrito por Assis et ai.

(2001), com algumas modificações foi utilizado para extração edeterminação da

atividade enzimática.
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Folhas congeladas (5 g) foram pulverizadas com nitrogênio líquido

homogeneizadas com 20 mL de acetona 80% congelada. A seguir,

homogenato foi transferido para um freezer (-2 °C), por 15 minutos

posteriormentecentrifugadoa 20.000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadam

foi desprezado e o pellet foi seco, por 20 mmutos, à vácuo. O extrato protéic

foi obtido homogeneizando-se suavemente 0,5 g do pellet seco, em 9,7 mL d

uma solução tampão de borato de sódio 0,1 M, pH= 8,8, contendo 5 mM de f

mercaptoetanol, 2 mM de EDTAe 4% (p/v) de PVPP, a 4 °C. Depois de 1h,

homogenato foi centrifugado a 27.000 g, por 30 minutos, a 4 °C. A mistura é

reação foi constituída por 0,5 mL de L-fenilalanina 30 uM, 30 mM de tampa

borato de sódiopH= 8,8e 0,5 mL de extrato protéico cru,num volumetotal de

mL. O substrato foi adicionado após 10 minutos de pré-incubação e a reação fc

interrompidacom 0,1 mL de HC1 6 N. A atividade da fenilalanina amónia-lias

foi determinada pela produção de cinamato, após 90 minutos, a 30 °C, so

agitação continua, medida pela variação da absorbância a 290nm A atividade d

enzima foi determinada em umol de ácido cmâmicoJi'1.g'1 de folha fiesca. A

análises foram realizadas emtriplicata.

4.2.2 Características fitoquímicas

O estudo fitoquímico foi baseado na determinação dos teores de fenói

e de taninostotaisnas cascas daplanta em estudo.

a) Fenóis Totais

Aproximadamente 500 mg de casca liofilizada e triturada foi extraía

cinco vezescom 5 mL de uma mistura de metanol: água (1:1), sob refiuxo. C

volume final foi completado para 25 mL.
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Umaalíquota de 100 uL doextrato foi utilizada paraa determinação dos

teores de fenóis totais, através do método de Folin-Dennis, segundo as normas

da AOAC (1970). As determinações foramfeitas emtriplicata e o resultado foi

expresso em percentagem de ácidotânico,por g de cascaseca

b) Taninos Totais

A determinação dos teores de taninos totais foi realizada através do

'Métodode Difusão Radial",segundo Hagerman (1987).

Um volume de 5 mL do extrato, previamente preparado para a

determinação dos fenóis totais foi concentrado a 37 °C e posteriormente

retomado com0,5 mL de uma mistura de metanol:água (1:1). Uma alíquota de

15 uLfoi utilizada para a determinação. Todas as determinações foram feitas em

triplicata. O resultado foi expresso em percentagem de tanino, porg de casca

seca.

43 Delineamento experimental e análises estatísticas

O delineamento experimental empregado para os estudos bioquímicos e

fitoquímicos foi em blocos casualizados, sendo a área experimental dividida em
3 blocos, com 11 indivíduos (11 plantas) cada. Para minimizar possíveis

interferências provocadas por variações edáfícas, a coleta das cascas e folhas foi

realizada em um indivíduo por bloco.

Os resultados obtidos foramsubmetidos à análise de variancia, seguindo

osmodelos matemáticos próprios para o delineamento em blocos casualizados e

analisados estatisticamente, utilizando-se o Sistema deAnálise deVariancia para

Dados Balanceados (Ferreira, 2000). Para comparação dos contrastes entre

médias dos tratamentos utilizou-se Teste de Scoott & Knott (1974), ao nível de

5%de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na figura 2 encontram-se representados os resultados da atividade d

enzima fenilalanina amônia-liase e dos teores de fenóis e taninos totais durante

período experimental. Conforme pode-se observar, a atividade da fenilalanin

amônia-liase apresentou-se dentro de uma ampla faixa de variação, situando-s

entre 13,0 e 35,5 umol de ácido cinâmicoJi^.g"1 de matéria fresca (p<&,05); No

meses de dezembro de 2001 a maio de 2002, a atividadeenzimática manteve-s

praticamente constante, em tomo de 16,0 umol de ácido cinâmico.h',.g*1 d

matéria fresca. Entretanto, em junho observou-se uma queda d

aproximadamente 35% naatividade, emrelação a maio, o que coincidiu com <

aumento na amplitude térmica verificada durante o período experimental (figun

1) e com o início do processo de senescência foliar das plantas (figura 1, anex<

A). Imediatamente após, houve uma recuperação rápida e progressiva m
atividade enzimática, alcançando valores máximos de atividade em meados d<

mês de setembro de 2002. Os teores médios de fenóis totais (figura 2B
permaneceram praticamente constantes durante todo o período de avaliaçãc

(p>0,05), em tomo de 27,5%. Entretanto, variações significativas foran

observadas com relação aos conteúdos médios de taninos totais, que variaram d€

6 a 13%^ aproximadamente, durante o período experimental. Estes valores

mostraram-se inferiores àqueles relatados para esta espécie na literatura, oí

quais, segundo Silva Filho (1992), encontram-se na faixa de 15 a 20%. Os

maiores teores de taninos totais foram verificados entre os meses de novembro

de 2001 e maio de 2002, sroiando-se entre 9,0 e 13,3%, com picos máximos de
11,7% e 13,3%nos meses de janeiro eabril, respectivamente. A partir de abril,
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Meses (2001-2002)

Figura 2: Valores médios de atividade da enzima fenilalanina amônia-liase (A) e teores
médios de fenóis (B) e taninos totais (C) no murici, durante o período

experimental. Cada terra representa a média ± o erro padrão de 3

observações. UFLA. Lavras, MG, 2002.
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observaram-se declínios progressivos e acentuados nestes teores, até que e

setembro,o conteúdomédio alcançou a faixa de6%.

Os resultados referentes às médias das estações seca e chuvosa, e

relação àscaracterísticas analisadas estão indicados na figura 3. Estes resurtadt

evidenciaram uma maior atividade da fenilalanina amônia-liase na estação sec

sendo esta cerca de 30% superior àquela observada na estação chuvosa (p<0,05

Não foram observadas variações nos conteúdos de fenóis totais entre as estaçõe
entretanto, um declíniosignificativo nos teoresde taninostotais foi verificador

estação seca, sendoeste daordemde 33%, em média.

As variações observadas na atividade da fenilalanina amônia-lías

mostraram uma coincidência relevante com as mudanças ocorridas na

condições microclimáticas, nasestações seca e chuvosa. Analisando-se os dadc

apresentados nas figuras 1 e 2A, percebe-se que as menores atividades forai

características de períodos com menores amplitudes térmicas e maiore

precipitações, isto é, de meses típicos da estação chuvosa, enquanto que a
maiores atividades foram verificadas em condições opostas, ou seja, nc
períodos mais frios e secos, com maiores amplitudes térmicas, característicos d

estação seca. Uma relação inversa entre a atividade enzimática e a DFFFj*

(apresentada no capítulo 3) também pôde ser notada. A queda na atividadi

enzimática observada no mês de junho, coincidiu principalmente, com uri

aumento na amplitude térmica, próprio da estação seca. Segundo Lavola et ai

(2000), declínios na atividade enzimática são característicos dos estádios iniciai

de adaptação ou ajustamento das plantas, às novas condições ambientais a que
estão sendo submetidas.

Variações na atividade da fenilalanina amônia-liase, em decorrência d<

modificações no ambiente físico, especialmente devido a alterações m
temperatura, radiação e disponibilidade hídrica têm sido amplamente descritas,

desde que esta enzima foi descoberta e caracterizada pela primeira vez, por
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Koukol & Conn (1961), em folhas de Hordeum vulgare. Segundo Rivero et a

(2001) e Chakraborty et ai. (2001), a atividade da fenilalanina amônia-lias

aumenta em resposta a diferentes tipos de estresse, especialmente ao estress

térmico, sendo considerada por muitos autores como "proteínas do estresse'

relacionando-se com desenvolvimento de mecanismos de proteção e adaptaçã

de plantas a situações adversas.

De acordo comSolecka et ai. (1999), emcondições naturais, asplanta

são expostas a flutuações na temperatura, que podem manifestar-se comi

variações rápidas oucomo flutuações sazonais, repetidas por vários meses. Esta

mudanças geralmente aparecem combinadas commodificações de outros fàtore

ambientais como qualidade de luz, irradiância e disponibilidade de água <

podem levar a injúrias irreversíveis ou à indução de uma cascata de reações

resultando em umajustamento das plantas àscondições deestresse (Huner et ai.

1996). Segundo Janas et ai. (2000) e Chakraborty et ai. (2001), a exposição í

baixas temperaturas dispara mudanças fisiológicas e bioquímicas, que levam ai

plantas a ajustarem-se a estas condições. Atualmente, vários trabalhos tên

relacionado o efeito das baixas temperaturas, com um aumento na atividade dí

fenilalanina amônia-liase, em diferentes espécies vegetais, como Solanum

tuberosum L., Brasica napus L., Glicine max (L.) Merr., Lycopersicor,
esculentum Mill. e Citruüus lanatus [Ihomb.] Mansf. (Granam Patterson, 1982;

Solecka & Kacperska, 1995; Solecka et ai., 1999; Janas et ai., 2000 e Rivero et

ai., 2001). Entretanto, faltam informações sobre os mecanismos responsáveis

pela ativação desta enzima, sob baixas temperaturas (Solecka & Kacperscka,

1995). Grandes avanços têm sido notados, porém, em relação ao aumento nos

níveis da fenilalanina amônia-liase, nestas condições. Acredita-se que as

concentrações da enzima aumentam com a diminuição da temperatura, porque o

padrão de síntese sofre uma menor redução do que o padrão de degradação
(Jones, 1984).
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Além dos efeitos da temperatura, alguns trabalhos descrevem também o

efeito da radiação e da disponibilidade hídrica sobre a atividade desta enzima.

Zucker (1969), em um trabalho clássico, mostrou que baixas intensidades

luminosas produzem um efeito máximo na atividade da fenilalanina amônia-

liase emXanthium, enquanto que altas intensidades são necessárias para obter-se

atividade máxima desta enzima em morangueiro. Chakraborty et aí. (2001)

relatam que em folhas de Camellia sinensis submetidas a estresse hídrico

moderado, por 7 a 14 dias, houve um aumento na atividade da fenilalanina

amônia-liase e nos teores de fenóis totais, os quais, segundo os autores,

relacionam-se com a proteção e a adaptação de plantas a esta condição de

estresse.

As variações na atividade da fenilalanina amônia-liase têm sido

freqüentemente relacionadas com modificações simultâneas no padrão de
acúmulo de vários compostos fenólicos, como flavonóides, taninos, cumarinas,

lignina e suberina, em diferentes espécies vegetais (Margna, 1977; Jones, 1984;
Solecka & Kacperska, 1995; Janas et ai., 2000). Assim, segundo Margna
(1977), éde se esperar que qualquer condição que altere aatividade fenilalanina
amônia-liase também afete os níveis de muitos fenólicos vegetais. Segundo

Solecka & Kacperska (1995), vários compostos fenólicos podem estar

envolvidos nas respostas e na proteção de plantas ao estresse provocado pela
redução na temperatura. Um acúmulo destes compostos tem sido geralmente
observado, como conseqüência de um aumento na atividade da fenilalanina
amônia-liase (Solecka & Kacperska, 1995; Janas et ai., 2000; Rivero et ai.,
2001). Entretanto, para Margna (1977), estas evidências não são absolutas, pois
a fenilalanina amônia-liase e polifenóis relacionados podem exibir respostas

opostas, sob ainfluência de diferentes fatores ambientais. Desta maneira, dentro
de certos limites fisiológicos, modificações em determinadas condições do

ambiente, como aquelas que caracterizam as estações seca e chuvosa, podem
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resultar em um aumentona atividade enzimática e em uma redução no acúmu

destes compostos, ou vice-versa, ou ainda, até mesmo, em uma falta i

correlaçãoentre estas características. De acordocom Jones (1984), aumentos1

atividade da fenilalanina amônia-liase nem sempre estão relacionados co:

aumentosnos teoresde fenóistotais, além do que modificações nos níveis de u

determinado composto fenólico podem ocorrer, sem que haja, necessariament

correspondência com mudançasnos níveis dos fenóis totais.

No presente estudo, não se observou relação entre as variações r

atividade da fenilalanina amônia-liase e os níveis de fenóis totais nas plant;

durante operíodo experimental (figura 4A). Entretanto, flutuações significativa

nos conteúdos de tanmos totais foram verificadas, sendo estas mversamenl

proporcionais à atividade enzimática e sem correspondência recíproca com c

níveis defenóis totais (figura 4B e 4C). Jones (1984) relata que muitas vezes

falta de correlação entre a atividade da fenilalanina amônia-liase e os níveis c

fenóis totais está na dependência, principalmente, da baixa disponibilidade c1

substrato primário, isto é, do aminoácido fenilalanina e não propriamente n
aumento da atividade enzimática.

Considerando-se simultaneamente as respostas fisiológicas do muric

em especial o comportamento fotossintético e as variações nosteores detanino

totais durante o período experimental, verifica-se que, em geral, os níveis d

taninos acompanharam as respostas fotossintéticas das plantas, sendo osmaiore

valores observados em meses correspondentes à estação chuvosa, enquanto qu
reduções significativas foram notadas na estação seca(figura5).

Os picos observados em relação aos conteúdos de taninos totais, no

meses de janeiro e abril refletem, possivelmente, a alta taxa assimilatória da

plantas nos meses dedezembro de2001 e março de2002, respectivamente, visti

que as coletas das cascas foram realizadas, geralmente, no inicio de cada mês

Esta possibilidade também é válida para seexplicar a queda acentuada destes
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eores, observada no mês de maio, provavelmente em decorrência das baixas

axas tbtossintéticas verificadas em abril.

Variações sazonai* significativas nos teores de taninos totais e emtipos

específicos de taninos têm sido detectadas em várias espécies vegetais, assim
»mo para outras, não se têm encontrado respostas significativas. Feeny (1968),
im estudos realizados com Quercus robur L., uma espécie lenhosa decídua,

aostrou que os teores de taninos nas folhas maduras desta espécie aumentaram

le 0,5%, para 5% durante aestação de crescimento das plantas, correspondentes
ios meses de maio e setembro, respectivamente, período este cuja ocorrência de

íerbivoria era maior. O fiacionamento dos taninos, presente em folhas de

jquidambar formosa coletadas em diferentes estações do ano, revelou a
>resença detipos específicos de taninos hidrolisáveis na primavera eno outono,

sendo as mudanças sazonais nas estruturas e nos teores destes taninos
íidrolisáveis associadas àpresença de uma rota biogenética particular para estas

substâncias na espécie em estudo (Hatano et ai., 1986). Glyphis & Puttick
[1988) demostraram a ocorrência de incrementos nos teores de
proantocianidinas ena adstringência das folhas de 15 espécies vegetais, típicas
ie ecossistema mediterrâneo, durante o outono e reduções consideráveis na

x>ncentração destes compostos no inverno. Botretanto, Perevolotsky (1994)
relata que em Pistacia lentiscus, Cistus spp., Quercus calliprinos e Pillyrea
latifolia, os teores de taninos totais permaneceram praticamente constantes entre
as estações seca echuvosa. Este resultado foi atribuído àadaptação das plantas à
forte herbivoria a que são submetidas, desde os seus estádios iniciais de
desenvolvimento.

Neste estudo, as respostas obtidas evidenciaram uma resposta associada
dos conteúdos taninos nas plantas, com oprocesso fotossintético, importante via
de biossíntese dos metabólitos primários, o que tem sido freqüentemente

relatado na literatura (Gebauer etai., 1998; Heyworth etai., 1998; Koricheva et
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ai., 1998; Tognetti et ai., 1998; Harttley et ai., 2000; Kouki & Manetas, 200:

Os taninos vegetais, assim como outros compostos fenólicos são descritos p

vários autores, como metabólitos secundários originados diretamente <

metabolismo do carbono. Sua biossíntese está diretamente relacionada a

processos decrescimento e diferenciação celular, regulados pela disponibilida<

de recursos ambientais e que, segundo Lavola et ai. (2000), podem compel

com a alocação de carbono para o metabolismo secundário. Para Koricheva et;

(1998), os níveis destes metabólitos estão, em parte, sob o controle genétic

sendo determinados tambémpelas condições ambientais.

Atualmente, várias hipóteses têm sido elaboradas para explicar

envolvimento dos padrões evolucionários e fenotípicos no acúmulo e r

distribuição de metabólitos secundários derivados do metabolismo do carbon.

sob determinadas condições ambientais, quetendem a aumentar o conteúdo c

carboidratos não estruturais. Em geral, estas hipóteses sugerem que as condiçõ<

do ambiente que restringem em maior proporção ocrescimento vegetal do que
fotossíntese, como luz, tenroeratura, disponibüidade de água e concentração c

CO2, combinadas com uma baixa disponibilidade de nutrientes, tendem

produzir uma alta relação carbono:nutrientes e um excesso de carboidratos nã

estruturais, queseacumulam nasfolhagens de plantas herbáceas e lenhosas. Est

excesso, pode então, ser alocado para a produção de compostos derivados d

carbono, como taninos e outros tipos de fenólicos vegetais (Heyworth et ai

1998; Gebauer etai., 1998). De acordo com Penuelas etai. (1997) e Lavola eta

(2000), as variações nos teores destes metabólitos não podem ser explicado

somente pelas diferenças na disponibüidade de carboidratos, devendo-s

considerar também a disponibilidade de precursores para sua smtese e a

mudanças nos padrões desmtese e catabolismo destes compostos.

As quedas observadas nos conteúdos detaninos totais durante a estaçã<

seca, quando a atividade da fenilalanina amônia-liase mostrou-se mais elevad
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[figura 3A e 3Q, sugerem que o acúmulo de taninos no murici está na

dependência, principalmente, dos esqueletos de carbono, produzidos através do

processo fotossintético e demonstram que os incrementos verificados na

atividade enzimática não foram decisivos para aumentar os níveis dos taninos

jurante a estação seca. Segundo Hartley et ai. (2000), estudos realizados com

Spergula arvensis demonstraram que um aumento na atividade da fenilalanina

amônia-liase foi insuficiente para promover alterações significativas nos níveis

de fenóis totais e de taninos condensados. Alternativamente, de acordo com

Peng et ai. (1991), aumentos na atividade da fenilalanina amônia-liase não se

relacionam necessariamente, com aumentos nos níveis de fenólicos se outros

fetores, como a disponibilidade de fenilalanina forem limrtantes para o

processo. Estudos desenvolvidos por Koricheva et ai. (1998) demonstram que

somente os metabólitos originados diretamente do metabolismo do carbono

aconmanham o padrão fotossintético das plantas e que a determinação dos teores

de fenóis totais pode não ser uma medida representativa destas respostas.

6 CONCLUSÕES

Nas condições experimentais em que este trabalho foi conduzido, pôde-

se concluir que:

1. As plantas de murici apresentaram maior atividade da enzima fenilalanina

amônia-liase e menores teores de taninos totais na estação seca.

2. Osníveis de fenóis totais permaneceram constantes durante todo o período

experimental.
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3. A atividadeda fenilalanina amônia-liase respondeu diretamente às variaçõ

ambientais, características das estações seca e chuvosa.

4. Os níveis de taninos totais acompanharam as respostas fotossíntéticas âi

plantas, nas estações seca e chuvosa.

5. O aumento na atividade da fenilalanina amônia-liase não está relacionado

elevação nosteores dosfenóis e taninos totaisna espécie emestudo.

6. No murici, modificações nos teores de taninos totais não estai

necessariamente, associadosa alteraçõesnos níveis dos fenóis totais.
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ANEXOS

JVEXO A Página

igura 1 Estádios do desenvolvimento de Byrsonima verbascifolia, 122

observados duranteo período experimental. A. Novembro

2001; B. Dezembro de 2001; C. Janeiro de 2002; D.

Junho de 2002 ; E. Outubro de 2002. Área experimental.

Ijaci, MG.
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Figura 1: Estádios do desenvolvimento de Byrsonima verbascifolia, observados durant.

o período experimental. A. Novembro 2001; B. Dezembro de 2001; C. Junhc

de 2002; D. Agosto de 2002 ; E. Outubro de 2002. Área experimental. Ijaci
MG.
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TABELA7 Valores médios daDFFFA, DPV e temperatura da folha 128

nas estações seca e chuvosa, às 10:00 e 12:00h. UFLA.

Lavras, MG, 2002.

TABELA 8 Resumo das análises de variâncias para os valores de 128

potencial hídrico foliar, durante o periodo experimental.

Dados nãotransformados. UFLA, Lavras, MG, 2003.

TABELA9 Resumo das análises de variancia para os valores de 129

potencial hídrico foliar, durante as estações seca e

chuvosa. Dados não transformados. UFLA, Lavras, MG,

2003.

TABELA 10 Resumo das análises de variâncias para os valores de 129

fotossíntese líquida (A), condutância estomática (gs) e

transpiração (E), durante o periodo experimental. Dados

nãotransformados. UFLA, Lavras, MG, 2003.

TABELA 11 Resumo das análises de variancia para osvalores de A, gs 129
e E, durante as estações seca e chuvosa. Dados não

transformados. UFLA, Lavras,MG, 2003.

TABELA 12 Resumo das análises de variâncias para os valores de 130

atividade da fenilalanina amônia-liase e teores de fenóis e

taninos totais, durante o período experimental. Dadosnão

transformados. UFLA, Lavras,MG, 2003.

TABELA 13 Resumo das análises de variâncias para os valores de 130

atividade da fenilalanina amônia-liase e teores de fenóis e

taninos totais, durante as estações seca e chuvosa. Dados

não transformados. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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TABELA 1. Composição básica domeio MS (Murashige & Skoog, 1962).

SAIS CONCENTRAÇÃO FINAL

(mg/L)

NH4NO3 1650

KNO3 1900

KH2PO4 170

H3BO3 6,2

NaMo04.2H20 0,25

C0CI2.6H2O 0,025

Kl 0,83

CaCl2.2H20 440

MgS04.7H20 370

MnS04.H20 22,3

ZnS04.7H20 8,6

CuS04.5H20 0,25

FeS04.7H20 27,8

Na2.EDTA 37,2

MIO-INOSITOL 100

TIAMINA.HC1 1,0

PDUDOXINA.HC1 0,5

ÁC.NICOTÍNICO 0,5

GLICINA 2,0
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TABELA 2: Resumo daanálise mineral do solo da área experimental. Departamento <

Ciência do Solo. UFLA Lavras, MG, 2003.

RESULTADOS ANALÍTICOS

Descrição Unidade Amostra

Cálcio

cmolc/dm3

0,8
Magnésio 0,2
Alumínio 1.1

H + Al 4,5
Potássio

mg/dm
22,0

Fósforo 0,9
Sódio 11,0

jpH em H201:2,5 5,0
Soma de Bases

Trocáveis

cmolc/dm3

1.1

CTC efetiva 22
CTCapH7,0 5,6

índice de Saturação de
Bases

%

19,&

índice de Saturação de
Alumínio

50

índice de Saturação de
Sódio

2,16

Matéria Orgânica dag/kg 22
Fósforo Remanescente mg/L 11,2

Enxofre mg/dm3 7,5
Boro mg/dm3 0,6
Cobre mg/dm3 1,8
Ferro mg/dm3 23U

Manganês mg/dm 4,6
Zinco mg/dm3 1,4

ANÁLISES GRANULOMETRICAS

Areia

dag/kg
10

Silte 11

Argila 79

Classe Textura! Muito Argilosa
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rABELA 3:Resumo das análises devariancia para osvalores degerminação e peso de

matéria seca total, em relação às concentrações de sacarose no meio MS.

Dados não transformados. UFLA, Lavras, MG, 2002.

iacarose

Modelo Linear (1) 1.152,0000" 0,0113
rfodelo Quadrático (1) 2.062,8500" 0,0599
>esvio doModelo (2) 60,5714 0,0011
tesiduo 20 196,0000 0.0008
fOTAL 44

QUADRADO MEDIO
G. L. GERMINAÇÃO PMS TOTAL
^4 834,0000" 0,0183"

:V(%) 18,04 28,29
*Significativo ao nível de5% deprobabilidade, pelo teste deF.
** Significativo ao nível de 1% deprobabilidade, pelo teste deF.

rABELA 4:Resumo das análises devariancia para osvalores degerminação e peso de

matéria seca total, em relação aos níveis de sais componentes do meio MS.

Dados não transformados. UFLA, Lavras, MG, 2002.

QUADRADO MEDIO
F.y. G. L. GERMINAÇÃO PMS TOTAL
Níveis de sais no meio MS 3 245,0000 0,0237]]
Modelo Linear (1) - O»0692
Desvio doModelo (2) - 0,0010
Resíduo 16 : 220013
TOTAL 44
CV(%) 14,42 31,25
** Significativo ao nível de 1% deprobabilidade, pelo teste de F.

TABELA 5: Resumo das análises de variâncias para os valores de DFFFA, DPV e

Temperatura foliar, durante o período experimental. Dados não

transformados. UFLA, Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MEDIO

FV GL DFFFA DPV TEMP.FOLIAR
Mêsês il 3033648,43" 8,2904" 330,0867"

Horário 1 445778,77 54,2677 821,6822
Resíduo 131 385504,44 0,4136 9,5673
ÇV(%) 54,09 24,36 9,05

** Significativo ao nível de 1% deprobabilidade, pelo teste deF.
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TABELA 6: Resumo das análises de variancia para os valores de DFFFA, DPV

Temperatura foliar, durante as estações seca e chuvosa. Dados rú

transformados. UFLA, Lavras,MG, 2003.

GL

QUADRADO MEDIO
FV DFFFA DPV TEMP.FOLIAR

Estações
Horário

Resíduo

1

1

21

3284268,13"
35497,04
72779,07

1,5504"
9,0774"
0,0118

293,5102"
149,3507"

1,6540
CV(%) 24,81 4,20 3,83

** Significativo aonívelde 1%deprobabilidade, pelotestede F.

TABELA7:Valores médios daDFFFA, DPV e tennxratura da folha nasestações seca

chuvosa, às 10:00 e 12:00h. Médias seguidas pelamesmaletra nãodüerer

significativamente entre si, pelo teste de Scoott-Knott (1974), ao nível d

5% de probabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2002.

HORÁRIOS

DFFFA

(umoLm^.s'1)
Estação

Seca
Estação
Chuvosa

DPV

(KPa)

Estação
Seca

Estação
Chuvosa

Temperatura da folha
(°C)

Estação
Seca

Estação
Chuvosa

10:00 horas 645,33b 1606,43a 1,74b 2,22b 26,96b 35,21b

12:00 horas 790,20b 1308,27a 2,94a 3,48a 33,20a 38,94a

Média 717,52b 1457,37a 2,34b 2,85a 30,08b 37,07a

TABELA 8: Resumo das análises de variâncias para os valores de potencial hidria

foliar, durante o periodo experimental. Dadosnão transformados. UFLA

Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MÉDIO
FV GL POTENCIAL HÍDRICO FOLIAR

Meses

Horário

Resíduo

11 23,8345"
1 2500,0000"

131 3,5671
CV(%) 28,04%

** Significativo aonível de 1%deprobabilidade, pelotestede F.
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rABELA9:Resumodasanálisesdevarianciaparaosvaloresdepotencialhídrico

foliar,Hiirantftasestaçõessecaechuvosa.Dadosnãotransformados.

UFLA,Lavras,MG,2003.

QUADRADOMEDIO
FVGLPOTENCIALHÍDRICOFOLIAR

Meses13,7288_
Horário1414,3360
Resíduo21U601
CV(%).16,21%

**Significativoaonívelde1%deprobabilidade,pelotestedeF.

rABELA10:Resumodasanálisesdevariânciasparaosvaloresdefotossínteselíquida

(A),condutânciaestomática(gs)etrarispiração(E),duranteoperíodo

experimental.Dadosnãotransformados.UFLA,Lavras,MG,2003.

QUADRADOMÉDIO
FVGLAgs_

Meses1151,36430,00758,2327
Horário165,192l"0,0502"0,0235
Resíduo1314,07810,00210,5759
CV(%)£^0552,9145,14

**Significativoaonívelde1%deprobabmdade,pelotestedeF.

TABELA11:ResumodasanálisesdevarianciaparaosvaloresdeA,gseE,duranteas

estaçõessecaechuvosa.Dadosnãotransformados.UFLA,Lavras,MG,

2003.

GL

QUADRADO]
A

MÉDIO

gs FVE

Estações
Horário

Resíduo

1

1

21

38,7350"
9,2628"
0,9713

0,0007
0,0072"
0,0005

38889,5504
3292,3837
1015,6526

CV(%)24,1636,9915,61

**Significativoaonívelde1%deprobabilidade,pelotestedeF.

129



TABELA 12: Resumo das análises de variâncias para os valores de atividade

fenilalanina amônia-liase e teores de fenóis e taninos totais, durante

período experimental. Dados não transformados. UFLA, Lavras, M

2003.

GL

QUADRADO MÉDIO
FV ATIVIDADE FENÓIS

ENZIMÁTICA TOTAIS
TANINOS
TOTAIS

Meses

Resíduo

11

131

92,8850" 3,38»
15,7219 0,3252

8,2800"
2,8387

CV(%)

Significativo aonívelde 1%de probabilidade, pelotestede F

TABELA 13: Resumo das análises de variancia para os valores de atividade <

fenilalanina amônia-liase e teores de fenóis e taninos totais, durante ;

estações seca e chuvosa. Dados nãotransformados. UFLA, Lavras, M(

2003.

GL

QUADRADO MEDIO
FV ATIVIDADE FENÓIS

ENZIMÁTICA TOTAIS
TANINOS
TOTAIS

Estações
Resíduo

1

21

68,6789* 2,0345
7,8976 0.0425

5,3426"
0,9876

CV(%)

* Significativo aonívelde 5%de probabilidade, pelo testede F
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