PPt
w 993
ANA HORTENCIA FONSECA CASTRO

ASPECTOS DA PROPAGACAO, ECOFISIOLOGIA E FITOQUIMICA
DE Byrsonima verbascifolia Rich. ex A Juss.: UMA ESPECIE MEDICINAL
DO CERRADO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Curso de
Doutorado em Agronomia, area de concentragao
em Fisiologia Vegetal, para obtengao do titulo de
“Doutor”.

Orientador

Prof. Dr. AMAURI ALVES DE ALVARENGA
BIBLIOTECA CeNTRAL

N.o CLAS’...[].J@E «3/€_..__

e ——

LAVRAS Ne “""“bg o 5'5@%
MINAS GERAIS — BRASI S
2003

BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

T



Ficha Catalegraifica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Castro, Ana Horténcia Fonséca

Aspectos de propagacao, ecofisiologia e fitoquimica de Byrsonina
verbascifolia Rich. ex A. Juss.: uma espécie medicinal do Cerrado / Ana
Horténcia Fonséca Castro. — Lavras : UFLA, 2003.

130p. : il

Orientador: Amauri Alves de Alvarenga.

Tese (Doutorado) — UFLA.

Bibliografia.

1. Murici. 2. Byrsonina verbascifolia. 3. Tanino. 4. Planta medicinal. 5.
Fenilalanina amdnia-liase. 6. Propagacdo. 7. Ecofisiologia. I. Universidade
Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD-583.214




ANA HORTENCIA FONSECA CASTRO

ASPECTOS DA PROPAGACAOQ, ECOFISIOLOGIA E FITOQUIMICA
DE Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.: UMA ESPECIE MEDICINAL
DO CERRADO

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Curso de
Doutorado em Agronomia, area de concentragdo
em Fisiologia Vegetal, para obtencdo do titulo de

“Doutor”.
APROVADA em 03 de julho de 2003.
Prof. Dr". Angela Maria Sorares UFLA
Pesq. Dr. Anténio Alvaro Corsetti Purcino EMBRAPA Milho e Sorgo
Pesq’. Dr*. Maria Claudia Marx Young Instituto de Botanica/ SP
Prof. Renato Paiva, PhD UFLA
Prof. Dr. Amauri Alves gAlvarenga
UFLA
(Orientador)
LAVRAS

MINAS GERAIS - BRASIL



A Deus, pela forga e serenidade nos momentos mais dificeis,

A meméria de meu pai, Geraldo e pelo seu exemplo em vida,

OFERECO

A minha mie Leila, por seu amor, sua dedicagdo e presenca constante,
Aos meus sobrinhos Matheus, Lucas e Renan, pela alegria que me
proporcionam,
Ao Guilheme, por seu amor e carinho,

DEDICO

* Eu sou a ferra, eu sou a vida,

Do meu barro primeiro veio o homem,
De mim veio a mulher e veio o amor,
Veio a érvore, veio a fonte,

Vem o fruto ¢ vem a flor...”

(Cora Coralina, “O Cantico da Terra™)



AGRADECIMENTOS

A Deus, por capacitar-me em todos os momentos da condugdo deste
trabalho;

Aos meus familiares, pelo apoio e carinho constantes;

A Universidade Federal de Lavras, em especial a0 Setor de Fisiologia
Vegetal, pela oportunidade;

Ao Prof. Amauri Alves de Alvarenga, pela orientagdo, amizade e apoio;

A Prof*. Angela Maria Soares, por sua orientacdo, amizade e valiosa
contribuigio no desenvolvimento deste trabalho;

A Pesq®. Dr*. Maria Cléudia Marx Young, do Instituto de Botanica/SP,
pela orientag3o, estimulo e amizade;

Ao Prof. Renato Paiva, pelo apoio, orientagdo e amizade no transcorrer
de todo curso;

Ao Pesq. Dr. Anténio Alvaro C. Purcino, da EMBRAPA Milho e Sorgo,
pela orientacdo e valiosas sugestdes;

Ao Gui, pelo carinho, dedicag3o, amor e que apesar da distancia, sempre
esteve presente em todos os momentos desta caminhada;

Ao amigo e colega Rupert Barros, pela amizade, estimulo,
companheirismo e auxilio nas varias etapas deste trabalho;

A amiga Eliana Alcintra, pela imensa ajuda na etapa experimental;

Ao Joel, pela eficiente e valiosa colaboragio nos trabalthos de campo;

Aos fimcionarios e amigos do Setor de Fisiologia Vegetal, pela amizade e
companherismo;

* A todos aqueles que contribuiram de alguma maneira para a
realizacto deste trabalho, os meus mais sinceros agradecimentos...”



BIOGRAFIA

ANA HORTENCIA FONSECA CASTRO, filha de Maria Leila Fonseca
Castro e Geraldo Miranda Castro, nasceu em 23 de setembro de 1967, em
Lavras-MG. Graduou-se em Farmacia, em 1988 e em Bioquimica, em 1989 pela
Escola de Farmacia e Odontologia de Alfenas (EFOA). Concluiu mestrado em
Agronomia, area de concentragio em Fisiologia Vegetal, pela Universidade
Federal de Lavras, em junho de 1997. Em margo de 2000, iniciou o curso de
doutorado em Agronomia — Fisiologia Vegetal, concluindo-o em julho de 2003.
Atualmente é docente dos cursos de Farmicia-Bioquimica do Centro
Universitario de Lavras (UNILAVRAS) e da Universidade Vale do Rio Verde
(UNINCOR), onde é responsivel pelas disciplinas Farmacobotanica e

Farmacognosia.



CAPITULO I: Aspectos da propagacio, ecofisiclogia e fitoquimica de
Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.: uma espécie medicinal do

Cerrado 1
1 ItrodugHEO GEral .......coovvecreeniieierinsnrsss et s e ane 1
2 Referencial TEOTICO .......cccceerreerereeeeeesessstmsisronmsesmesessssesosssasssssssssssssssassons 2
2.1 O Meio Ambiente dos “Cerrados”: a vegetago, o clima e os solos ...... 2
2.1.1 O Cerrado do Sul de Minas Gerais ...........c.cccvveresemsmrrnecucceinisnsnianuanas 7
2.2 Caracterizagio botinica e importincia econémica do murici ............... 9
2.3 Aspectos gerais dos taninos vegetais e da enzima fenilalanina aménia-
S oot eeeieeeceeeeeesbesaeses e e s naeeeebabs st bsR R bR e e R e R eSS s s a bt e sr e b s AR n e bens 12
2.3 TANINOS ..eovoeeeeeaevesree e sessssesesscsseseresssssssssassanssesssssnsessesassensussnnesnness 13
2.3.2 Fenilalaning amonia- HASE ........cccccuveirniirieminesiecscscecscisincnimssnansenes 19
2.4 Propagagio de espécies através do Cultivo “in VIfro™ .........ocvevversiincens 21
2.5 Influéncia do ambiente no desenvolvimento das espécies, na atividade

da fenilalanina aménia-liase e na produgio de taninos vegetais .................. 24
3 Referéncias BIbHOZIAFICAS ........ccceceruniiiinmmerciennisesensess et es s 30

,7>CAPiTUL0 2: Propagaciio do murici (Byrsonima verbascifolia Rich.

ex A. Juss.), através do cultivo “in vitro” de embriGes 41
T RESUINIO «...eeeeeeceienistesesaesessareseessstsassssssesssraresssssserssssscsnsasssssssssssmnansansans 41
2 ADSETACE ...oooeoeeceeecececveseeeemeseassest et st esscucsessesesaehshar R s s s s seme s sR e sasn e 41
B EHIOAUGTHO ..eocvovverereerseeascsrereessesssnessessaesassssrsss s bs s bbb s s s 42



4.1 Caracterizagdo geral e obtengdo das sementes .....................oooooovoovno. 45

4.2 Teste de viabilidade das sementes .................o.oooouememeeeeoeeereee 46
4.3 Condugao do eXperimento .................vveeeemreemmeeeseeesessessessesee oo 46
4.3.1 Assepsia do material vegetal e extragio dos embrides ................... 46
4.3.2 Efeito da sacarose e proporgdes de sais do meio MS, na germinagio

€ Da MALEria SECA tOLAL ..........covvuueeeeeeieeeeeeeee e s eeeee e ee e 46
4.3.3 Caracteristicas avaliadas ...............coo.uovueeemceceeneeeeeceeeeeeees et eseesras 47
4.4.4 Delineamento experimental e analises estatisticas ............................. 47
4.4.5 Aclimatizagdo das plintulas produzidas “in vitro™................oooon...... 48
5 Resultados @ DiSCUSSTO ...........coevereurerrnreermseesecnieen oo seseese e eesseee s 50
5.1 VIabilidade ..........coovcmiverrernrieneensenie sttt eeeeese e sees e seseesnass s 50
5.2 CondigGes de CultiVo ................oooueeeeenecmeeeee oo, 50
5.3 Efeito da Sacarose ..............oceoevereeeeeervereceecnee s evesisse s eessens 52
5.4 Efeito dos niveis de sais domeio MS ............c.ouvmememmeeeeeeeeeeeeeeeennnn 56
5.5 Aclimatizagio das plintulas obtidas a partir do cultivo de embrides “in

VEITO ..ottt s s sssss sttt e ssses s e eeses e seeeses s see s se e s 59
6 CONCIUSTES ..........conrveneieeteeestc et ese e e sessase s s seean 61
7 Referéncias BIbHOGTAfICAS ............cccevveiueeeeeneeeeeee oo sees e 61

CAPITULO 3: Trocas gasosas e relagdes hidricas no murici

(Byrsonima. verbascifolia Rich. ex A. Juss.) 66
TRESUMO ...ttt ettt ee st eeesse s ee s seeen 66
ZADSEIACE ..ottt et et et et ee e seeeesesenne 66
3IEIOAUGAD ...ttt e eee st st es e eeeeenn 67
4 Material @ MELOOS ............ocooruueeeemrienesnresie et e ceseeeessesnns 69
4.1 CondigGes eXPEriMEntais ..................eeceeeceemeneeeeemeeeesesereesenemessesesessesss 69
4.2 Caracteristicas avaliadas .............c..coocoveruerecrrencmecerenceeee e eeeeee e 73



4.2.1 Potencial hidrico fOliar ............ocovevmrneceiereesee ettt
4.3 Delineamento experimental e analises estatisticas ..............cooevreenernnnnes
5 Resultados € DIASCUSSAO .....ecoverereererreeecreencencssasesesasnssssassesesscsscsnssmsassansanenss

_, CAPITULO IV: Avaliagio sazonal da atividade da fenilalanina
aménia-liase e dos teores de fendis e taninos totais no murici

(Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.)

T RESUINIO ...ooeeeeeccvereaneseneesssessssecrsmeseesessssssesarensessssasssssestassssamssssesmnsesasesen
2 ADSLTACE .......eeeeeeiaevenncenessesesies s e s ssaeteseancasss s assass s e sass s st s s s asnsnees
B INLTOAUGHO .......ceoeecuereeeecsemecmrinessetessess s sme st ta e stasass e casan bt ss s nms i sasass
4 Material € MELOAOS .........cooveeverveereeercncecseisisemsesesrssssssssasssesesssssssssssssasasses
4.1 ConsideracBes gerais: época, localizagio do experimento e condig¢es
EXPEIHMENLALS .........coocuemeceirirninireinrrsssnsenessess st sei s esssasassens b s snss st ettt
4.2 Caracteristicas avaliadas e reagentes utilizados ..........cccoceoeecececnnnnnes
4.2.1 Caracteristicas bIOQUIMUCAS .............coormerersreineserseissssnnsoeininensies
4.2.2 Caracteristicas fItOQUINICAS .........c..covrmrveireiernmesesnsensiesnnciciseseinannes
4.3 Delineamento experimental ¢ analises estatisticas .............cccoeweucuruninens
5 Resultados € DISCUSSHEO ...........ccceeeeereenemeessncimraerissnansnsesenscsscscsssnssssnsassens
6 CONCIUSTES .......ceoeveecrremaereressesenessseseassemessssassesssssnsssasesstsssnessusssssensnsaseas
7 Referéncias BIbHOZIAfICAS ..........ccccoucremecimmmmnrrssissnssscs s cacesnens
ANEXOS




RESUMO

CASTRO, Ana Horténcia Fonséca. Aspectos da propagacdo, ecofisiologia e
fitoquimica do murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.): uma
espécie medicinal do Cerrado. 2003. 130 p. Tese (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) é uma espécie
pertencente 4 familia Malphigiaceae e apresenta-se amplamente distribuida pelas
diferentes regides do Cerrado brasileiro. E uma planta melifera, de grande valor
econdmico, devido ao seu potencial medicinal e alimenticio. Para uso
terapéutico 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 principio ativo desta espécie, torna-a também importante na industria
do curtume. Sua propagacdo ocorre através de via sexuada, cujas sementes
apresentam baixa percentagem de germinag3o. O desenvolvimento das plantas
no campo é considerado de lento a moderado, nio ultrapassando 1,5m aos 2
anos de idade. Fatores ambientais como agua, luz e temperatura, entre outros,
influenciam diretamente o crescimento, desenvolvimento e a produgdo vegetal,
por promoverem alteragdes fisicas e quimicas mo metabolismo. Hipéteses
ecoldgicas, que tentam explicar as estratégias adaptativas das plantas, sugerem
que a produgdo dos principios ativos vegetais esta relacionada a processos de
crescimento ou diferenciagdo, regulados pela disponibilidade de recursos
ambientais. Assim, pesquisas que investiguem o comportamento das espécies
medicinais e a produgdo dos principios ativos vegetais, em relagdo a diferentes
fatores do ambiente fisico, podem indicar condi¢des adequadas de manejo que
otimizem suas produgBes, proporcionando uma exploragio mais racional do
potencial medicinal dessas espécies. Neste contexto, este trabalho teve como
propositos principais estabelecer uma metodologia de propagagdo in vitro, por
via sexuada, visando a otimizagdo da produgio do murici em larga escala,
avaliar o comportamento fisiologico de plantas ja estabelecidas, frente a
condigdes sazonais e caracterizar possiveis efeitos sazonais do ambiente fisico
na atividade da enzima fenilalanina amdnia-liase e nos teores de fendis e taninos
totais nesta espécie.

Comité Orientador: Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Angela
Maria Soares - UFLA e Maria Claudia Marx Young - Instituto de Boténica/SP
(Co-orientadoras).



ABSTRACT

CASTRO, Ana Horténcia Fonséca. Propagation aspects, ecophysiology and
phytochemistry of murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.): a
medicinall plant of Brazilian 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
different regions of Brazilian Cerrado. It is a honey plant, with great economical
value, due to its medicinal and foed potential. Its bark, branches with leaves and
fruits are used for therapeutic purposes. The bark is bitter and presents a content
of 15 to 20% tannin, that besides being the main active principle of this 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 at 2 years of age. Environmental factors as water, light and temperature,
besides other factors, influence directly the growth, development and vegetation
production, since they promote physical and chemicals alterations in the
metabolism. Ecological hypothesis, that explain the adapted strategies of plants,
suggest that the production of vegetable active principles is related to the growth
or differentiation processes, regulated by the availability of environmental
resources. Thus, researches that investigate the behavior of medicinal species
and the production of vegetable active principles related to different factors of
physical environment, can indicate adequate conditions of management that
optimize their production, providing a more reasonable exploitation of medicinal
potential of these species. In this context, the objective of the 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 conditions; 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 - UFLA and Maria Claudia Marx Young - Instituto de Botanica/SP
(Co-adviser).



CAPITULO 1: ASPECTOS DA PROPAGACAO, ECOFISIOLOGIA E
FITOQUIMICA DE Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.: UMA
ESPECIE MEDICINAL DO CERRADO

1 INTRODUCAO GERAL

A utilizagiio de espécies medicinais no tratamento de enfermidades e na
recuperagio da saide ¢ tio antiga quanto a propria histéria da humanidade. A
fitoterapia, associada aos conhecimentos ligados a flora e suas propriedades
curativas tém rompido barreiras, sendo transmitidos através de geragGes.

Atualmente, tem-se observado uma crescente expans3o na industria de
fitoterapicos, em decorréncia de alguns fatores, como o alto custo dos
medicamentos industrializados, a retomada da consciéncia ecoldgica, busca por
medicamentos mais naturais e ao respaldo cientifico decorrente do avango nas
pesquisas com espécies medicinais, o que impulsionou a utilizagdo mais segura
das plantas. Entretanto, devido & exploragio indiscriminada das espécies,
algumas plantas utilizadas tradicionalmente tém desaparecido e o uso sustentado
dos recursos naturais tem sido objeto de discussdo pela comunidade cientifica.

O Brasil apresenta grande parte do seu territorio recoberto por diferentes
espécies medicinais, distribuidas em varios ecossistemas. Estima-se que o
Cerrado brasileiro contribua com 10.000 espécies de plantas, das 60.000
fanerdgamas distribuidas pelo pais. Destas, varias destacam-se pelo seu
potencial econdmico, sendo utilizadas na alimentagdo, na producdo de madeira,
como espécies onamentais e na medicina popular, devido as suas propriedades
medicinais, muitas delas, demonstradas em ensaios quimicos e biolégicos.
Apesar deste inestimavel potencial, o Cerrado tem sido pouco explorado em
relagio aos varios recursos disponiveis, principalmente no que diz respeito a
muitos aspectos de sua flora medicinal, que ainda permanecem desconhecidos.



InvestigagSes a respeito do comportamento das espécies medicinais, sob
determinadas condigdes ambientais, podem acrescentar inestimavel contribuicio
para a otimizacdo na produgio dos principios ativos vegetais, em escala
comercial, além de serem importantes para a preservagio das espécies.

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 ser utilizada como uma alternativa para a
recuperacio de dreas degradadas. Sua casca, utilizada tradicionalmente na
medicina popular, ¢ rica em tanino, principio ativo adstringente, muito utilizado
no tratamento de inflamacdes, queimaduras e como cicatrizante local.
Entretanto, essa espécie apresenta como entrave para a sua produgio em larga
escala, a baixa percentagem de germinagio de suas sementes e o
desenvolvimento vegetativo lento das plantas em condi¢des naturais.

Tendo em vista a dificuldade de propagagdo por via sexuada do murici e
a hipétese de que as plantas desenvolvem um comportamento fisiologico,
bioquimico e quimico diferenciado, em resposta a variagdes sazonais no
ambiente fisico, este trabalho teve como objetivos principais estabelecer uma
metodologia de propagagdo in vitro, por via sexuada, visando a otimizacio da
producdo desta espécie em larga escala, avaliar o comportamento fisiologico de
plantas em ambiente natural, em resposta a variagdes sazonais e caracterizar
possiveis efeitos dessas variagbes na atividade da enzima fenilalanina aménia-
liase e nos teores de fenéis e taninos totais.

2 REFERENCIAL TEORICO GERAL

2.1 O Meio Ambiente dos “Cerrados”: a vegetacdo, o clima e os solos
O Cerrado brasileiro representa o segundo maior bioma do pais em area,
apenas superado pela Floresta Amazdnica, sendo, aproximadamente, 25% do
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nosso territério coberto por esta vegetagdo (figura 1). Ocupa uma 4rea de cerca
de 2 milhdes de Km®, dos quais 90% encontram-se situados na regido do Brasil
Central, abrangendo os Estados de Minas Gerais, Sio Paulo, Mato Grosso,

Goias e Bahia (figura 2) (Ribeiro & Walter, 1998; Rodrigues, 1998).

EQUADOR

A A

Figura 2: Distribuigio das dreas de Cerrado no Brasil (Fonte: Fundagdo Biodiversitas,
2002 - adaptado).



Estende-se para fora do Brasil Central em manchas ao norte, cobrindo o
sul do Maranhido e o norte do Piaui; a oeste, numa faixa estreita até Rondénia;
para sul e sudeste, como uma série de 4reas disjuntas, cobrindo
aproximadamente 1/5 do Estado de Sdo Paulo ¢ metade do Estado de Minas
Gerais. Ocorre também como areas pequenas e disjuntas do Nordeste,
entremeando a Caatinga ou ao longo da borda entre a Caatinga e Floresta
Atlantica (Silva Junior, 1984).

Segundo Rodrigues (1998), entende-se por Cerrado ou savana tropical,
um tipo de cobertura vegetal bastante caracteristico: uma vegeta¢do rasteira,
constituida principalmente por gramineas, coexistindo com arvores 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 relagdes ecoldgicas e fisiondmicas com outras Savanas da América
Tropical e de continentes como a Africa e Australia.

Neste complexo vegetacional, encontra-se uma grande variedade de
sistemas ecologicos, variados tipos de solos, clima, relevo e altitude,
prevalecendo em quase toda a sua extensio, uma combinagdo peculiar de
condi¢cdes edafo-climaticas, que deu origem a vegetagdo xeromorfa que a
caracteriza (Veloso et al., 1991).

Baseado nos tipos fitofisiondmicos que compdem o mosaico
vegetacional do Cerrado, Pereira (1993) apresenta 5 tipos fitofisiondmicos
basicos para a vegetagdo do Cerrado: a) Campo Sujo: a forma de menor
biomassa, muito aberta, com predominio de gramineas e espécies herbaceas,
entremeada por arbustos e arvores muito espagadas (o que da o aspecto de
campo sujo com arvores); b) Campo Limpo: campos revestidos macigamente
por gramineas e outras espécies herbaceas, as vezes com pequenos arbustos
muito afastados e auséncia de arvores; ¢c) Campo Cerrado: forma de Cerrado

que ocorre em solos rasos, cascalentos, com composigdo floristica



assemelhando-se a do Cerrado propriamente dita, sendo que a cobertura vegetal
torna-se mais baixa, com 4rvores esparsas e muitos arbustos; d) Cerrado sensu
stricto: caracteriza-se pela presenca de estratos arboreo e arbustivo herbaceo
definidos, com arvores distribuidas aleatoreamente pelo terreno, em diferentes
densidades. Apresenta paisagem com arvores tortuosas, cascas grossas €
gretadas, interrompida algumas vezes por uma outra arvore de porte mais ereto e
emergente; ¢) Cerradiio: tipo vegetacional peculiar, que difere do Cerrado
propriamente dito pelo seu aspecto florestal, pois além de possuir maior
densidade, as arvores nio sio tdo ramificadas quanto neste.

Segundo Buschbacher (2000), este gradiente de formas fitofisionomicas
do Cerrado ¢é decorrente de fatores ambientais, que condicionam a ocorréncia
das espécies, tais como fatores fisicos e quimicos do solo (principalmente baixos
teores de nutrientes e altos teores de aluminio), a geologia, condig¢des
topograficas, fatores climaticos, fogo e a interven¢do humana. A natureza
xeromoérfica da vegetagio do Cerrado, ainda ¢ objeto de pesquisa, apesar de ter
sido inicialmente relacionada 4 pobreza dos solos em elementos minerais
(essenciais ao crescimento), alta acidez e excesso de aluminio, culminando na
teoria do “escleromorfismo oligotrofico” de Arens (1958).

O clima das areas de ocorréncia do Cerrado brasileiro é bastante
heterogéneo, sendo dividido por Azevedo & Caser (1980) em 5 sub-regides: a)
Sub-regifio com influéncia amazdnica, mais quente e umida (norte de Goias e
Mato Grosso e oeste do Maranh3o); b) Sub-regiiio com influéncia do trépico
semi-arido, mais quente e seca (leste de Goias, norte de Minas Gerais, Bahia e
Piani); c) Sub-regido de Cerrado em climax, constituida pela area nuclear da
regiio; d) Sub-regifio com influéncia austral continental, mais fria e seca
(Mato Grosso do Sul, sul de Goiés e norte de Séo Paulo); ¢) Sub-regiiio com
influéncia austral atlintica, mais fria e umida (sul e sudoeste de Minas
Gerais).



De acordo com Adamoli et al. (1986), o Cerrado caracteriza-se pela
presenca de invernos secos e verdes chuvosos, um clima classificado como Aw,
segundo a classificagdo climitica de Képpen (tropical chuvoso, com duas
estagdes bem definidas: seca (de abril a setembro) e chuvosa (de outubro a
mar¢o), com precipitagio média anual na 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 do més mais frio superior a 18°C (Ribeiro & Walter, 1998).

A heterogeneidade da regiio do cerrado também se manifesta na
altimetria, com predominancia de dreas de maior altitude nas partes central e
sudeste, situando-se 20 norte as areas mais baixas. As areas com altitudes abaixo
de 300m constituem 22% da superficie da regido do cerrado, areas entre 300 e
900m constituem 73% e areas acima de 900m constituem 5% (Adamoli et al.,
1986). De acordo com Ribeiro & Walter (1998), o contraste entre as superficies
mais baixas (inferiores a 300m), as longas chapadas (entre 900 e 1600m) e a
extensa distincia em latitude, conferem ao Cerrado uma diversidade térmica
bastante grande.

Segundo Ker & Resende (1996), as principais unidades de solos que
ocorrem nas regides de “cerrados” sdo os Latossolos, ocupando cerca de 46,06%
do total. O solo do Cerrado se caracteriza por possuir baixa fertilidade, pH acido
e elevada saturagdo de aluminio. O aluminio é téxico para a grande maioria das
espécies cultivadas, promovendo a paralisagdo do sistema radicular e,
consequentemente, prejudicando o desenvolvimento das plantas.

Apesar de ser um bioma pouco estudado, o Cerrado constitui uma das
regices de maior biodiversidade do planeta, com um grau de endemismo
significativo (Buschbacher, 2000). No entanto, a ocupagdo humana, estimulada
por uma série de politicas desenvolvimentistas, tem transformado a regifio em
uma paisagem fragmentada e em um ambiente onde predomina o sistema
agropastoril. Segundo Buschbacher (2000), estudos recentes indicam que apenas



20% deste bioma ainda possui uma vegetagio nativa, em estado relativamente
ntacto.

Nos anos 70, o Cerrado tomou-se motivo de preocupagido para
resquisadores de orgdos e instituigdes privadas e governamentais, em relagdo a
sua potencialidade. A EMBRAPA, através do Centro Nacional de Recursos
Genéticos (CENARGEN), vem desenvolvendo levantamentos de espécies
medicinais do Cerrado, as quais estdo sendo selecionadas para inclusdo na lista
de espécies prioritarias para conservagdo. Entre elas, citam-se alguns géneros
como Brosimum, Byrsonima, Pterodon e Stryphnodendron. Até o presente ja
foram reconhecidas e identificadas cerca de 200 a 250 espécies nativas das
regides dos cerrados, utilizadas pela populagio mais carente, com as seguintes
finalidades: cicatrizantes, infecgdes do figado e rins, emenagogo, doengas
venéreas, contusdes e pancadas, carminativas, diarréias, verminoses, afrodisiaco,

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

2.1.1 O Cerrado do Sul de Minas Gerais

Aproximadamente, 17% da area do Cerrado brasileiro encontra-se em
Minas Gerais e 53% da area do Estado (30,8 milhdes de hectares) sdo recobertos
por esta vegetagdo. Quase todo este Cerrado localiza-se a oeste, em sua maior
parte e, em areas 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
estio sob a infludncia austral Atlantica, com um clima mais frio e imido. Pela -
classificagio de Képpen, a regido apresenta o clima Cw (temperado chuvoso),
macrotérmico, com inverno seco, com variagdes entre Cwa (subtropical) e Cwb
(temperado propriamente dito), devido a alteragSes de temperatura (Carvalho,
1987). De acordo com Rodrigues & Carvalho (2001), o clima predominante na



regido ¢ tropical de altitude, com temperatura média anual variando de 19-21°C

e com precipitagdo anual entre 1200 a 1500 mm.

ESTADO DE MINAS GERAIS

ZONEAMENTO AGROCLIMATICO
1996

VEGETAGAD NATURAL

CAATINGA

CALIFO RUPESTRE DEALTITUDE
[ cERRADO ECANPO CERRADD
] FLORESTA ATLANTECA

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

Dentre os solos que predominam na regiio, destacam-se os solos
Litéticos, Cambissolos, Podozdlicos vermelho-amarelo, Latossolos vermelho-
amarelo, Hidromérficos e Aluviais (Rodrigues & Carvalho, 2001). Ainda, de
acordo com esses mesmos autores, a regido apresenta vegetagio bem
diversificada, com formagdes florestais, constituidas por prolongamentos da
Floresta Atlantica através do Planalto Central, formagdes campestres e
formagdes antropicas. Segundo Carvalho (1987), o Cerrado aparece na regido,
sob a forma de manchas, condicionadas pela ocorréncia de solos mais arenosos e
profundos. Apresenta gradagdes que vdo desde cerraddes, passando pelos

cerrados, até os campos limpos.



3.2 Caracterizagio botinica e importincia econdmica do murici

O murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss) ¢é uma espécie
sertencente a familia Malpighiaceae, sendo também conhecida como murici-
sascudo, douradinha-falsa, mirici, muricizinho, orelha-de-burro, orelha-de-veado
» semaneira (Almeida et al., 1998; Lorenzi, 1998; Rodrigues & Carvalho, 2001).
Segundo Barroso (1991), a familia Malpighiaceae ¢ constituida por
aproximadamente 63 géneros, que abrangem uma média de 800 espécies. No
Brasil ocorrem 32 géneros, com aproximadamente 300 espécies, distribuidas nas
diferentes regides. O género Byrsonima ocorre principalmente nas regides de
cerrado, cerradiio e campo cerrado, sendo distribuido pelos Estados de Alagoas,
Amapa, Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Parana, Sio Paulo e Tocantins (Almeida et al., 1998;
Lorenzi, 1998).

O murici é uma planta perene e arbustiva, medindo de 3 a 4m de altura,
com reprodugdo por sementes (Silva et al., 1994). Apresenta tronco muitas vezes
torto e ramificado, com a casca espessa e muito fragmentada. Suas folhas sdo
opostas, obovadas agudas, simples, inteiras, curto-pecioladas, com superficie
densamente pilosa, em ambas as faces, com 14-20cm de comprimento e 6 a
12cm de largura. Apresenta inflorescéncias axilares e terminais, em racemos
densos, com muitas flores de coloragio amarela (figura 4). Seu periodo de
floragdo ocorre entre os meses de setembro a novembro e esporadicamente em
outras épocas (Barros, 1992; Lorenzi, 1998). O fruto é do tipo drupa, com
aproximadamente 1,3 a 1,5 cm de didmetro e amarelo, mesocarpo camoso €
fino; nuculinio constituido de 1 a 3 léculos, com aproximadamente 6mm de
didmetro, adnatas ao endocarpo (Almeida et al., 1998; Lorenzi, 1998) (figura 5).

O embrido é do tipo circinado, ou seja, cilindrico, enrolado em espiral (Barroso,



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

a 500 frutos por planta, pesando de 1 a 4g por fruto.
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Figura 5: Frutos e sementes de murici. A) 1. Frutos; 2. Endocarpos esclerificados; 3
Sementes. B) 1. Endocarpo esclerificado; 2. Endocarpo rompido mostrando as

sementes no interior; 3. Sementes. UFLA. Lavras, MG. 2002.
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E uma planta melifera e, para uso medicinal, utilizam-se a casca, ramos
com folhas e frutos (Almeida et al., 1998; Rodrigues & Carvalho, 2001). A
casca é adstringente e apresenta um teor de 15 a 20% de taninos que, além de ser
o principal principio ativo desta espécie, toma-a também importante na industria
de curtume (Silva Filho, 1992; Almeida et al., 1998). Segundo Silva Filho
(1992), na tinturaria, a casca ¢ usada na extragdo de um corante preto, utilizado
no tingimento de tecidos, conferindo cor cinzenta ao algodio. Na alimentacdo, o
fruto de sabor agridoce, lembrando o marolo, é comestivel ao natural e usado na
fabricagio de doces, licores, sucos e sorvetes. Sua madeira ¢ amarela ou
avermelhada, acetinada e brilhante, propria para a construgdo civil e marcenaria
de luxo (Almeida et al., 1998).

Raras sio as informagdes sobre a propagagdo de Byrsonima
verbascifolia, assim como de outras espécies do género Byrsonima. De acordo
com Lorenz (1998), a propagagio do murici se faz por via sexuada, cujas
sementes apresentam baixa percentagem de germinagdo. As sementes sdo
obtidas através de frutos colhidos diretamente das arvores, quando do inicio da
queda espontanea ou recolhidos do chio, apés a queda. Em seguida, devem ser
deixados amontoados em sacos plasticos, até a decomposigdo parcial da polpa,
visando facilitar a remogdo da semente, através da lavagem em agua corrente.
Logo apés a coleta e processamento do fruto, as sementes devem ser colocadas
para germinar em canteiros a pleno sol, com substrato arenoso. A emergéncia
ocorre entre 4 a 9 semanas. O desenvolvimento das plantas mo campo é
considerado lento a moderado, ndo ultrapassando 1,5 m aos 2 anos.

A frutificagio ocorre de novembro a fevereiro, podendo ocorrer
esporadicamente em outras épocas. A produgdo de frutos ¢ irregular e alta.
Contudo, os frutos caem facilmente quando maduros, sendo comestiveis e muito
apreciado por passaros (Silva et al., 1994; Almeida et al., 1998).
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Vanas sio as propriedades terapéuticas atribuidas a Byrsonima
verbascifolia. A casca é anti-febrifuga e adstringente, sendo toxica em doses
elevadas, os ramos com folhas possuem atividade anti-sifilitica, diurética e
emética e os frutos, se ingeridos com agiicar, constituem um laxante brando,
além de serem utilizados no combate de tosses e bronquites (Almeida et al.,
1998; Rodrigues & Carvalho, 2001).

2.3 Aspectos gerais dos taninos vegetais e da enzima fenilalanina

amonia-liase

As plantas geralmente produzem uma grande variedade de compostos
organicos, que exercem funcdes vitais em sem organismo, participando de
processos basicos como a divisio celular, crescimento, respiragio,
armazenamento de substancias e reprodugdo. Tais substincias sio denominadas
metabélitos primarios e tém sido exaustivamente estudadas (Bourgaud et al.,
2001). Além destas, outras substincias sio produzidas, geralmente em
quantidades menores que 1% da fitomassa. Estas substincias apresentam papéis
biologicos tio importantes quanto a0 dos metabélitos primarios, sendo definidas
como metabélitos secundarios (Dey & Harbome, 1997).

Segundo Harbomne (1999), os metabdlitos secundirios sio geralmente
classificados de acordo com suas rotas biossintéticas. Trés grandes classes sio
normalmente consideradas: os compostos fenélicos, os terpenos e esterdides e os
alcaldides, os quais apresentam distribuicio restrita no reino vegetal, o que
constitui a base da quimiotaxonomia e ecologia quimica. De acordo com
Bourgaud et al. (2001), os produtos secundirios apresentam um papel
importante na adaptagdo das plantas ao seu ambiente, atuando como defesas
quimicas, aleloquimicos, antioxidantes e protetores foliares, além de
representarem uma importante fonte de produtos farmacologicamente ativos.
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Levantamentos recentes, realizados em paises ocidentais tém mostrado que 25%
das moléculas utilizadas na indistria farmacéutica sfo naturais ¢ de origem
vegetal.

De acordo com Harbome (1999), dentre a ampla variedade de
metabolitos secundarios, varios contém pelo menos um grupo fendlico. Estas
substéncias, classificadas como compostos fendlicos, representam um grupo
bastante heterogéneo e desempenham uma variedade de fungGes quimicas nas
plantas.

2.3.1 Taninos

Os taninos sio substancias polifendlicas, sohiveis em agua, com massa
molecular entre 500 e 3000 Dalton, os quais apresentam a capacidade de formar
complexos insohiveis em agua com alcaldides, gelatinas e outras proteinas
(Santos et al., 2000). Sio substincias com sabor adstringente e que tém a
capacidade de curtir o couro, processo este conhecido como tanizag&o.

T -Os taninos sio substincias amplamente encontradas no reino vegetal.
Para Perevolotsky (1994), aproximadamente 80% das dicotiledoneas lenhosas
perenes conhecidas contém taninos, os quais localizam-se em folhas, frutos,
raizes, sementes e especialmente na casca. Sua proporgio nos vegetais €
consideravel, variando, contudo, em diferentes espécies do mesmo género
(Matos & Matos, 1989). Nas células vegetais estdo localizados separadamente
das proteinas e enzimas do citoplasma, dissolvidos no interior dos vacuiolos e
geralmente contribuem para a adstringéncia dos alimentos e também para
reagdes de escurecimento enzimatico (Parra Pozo, 1997).

Segundo Aerts et al. (1999), os taninos sdo substincias ndo
cristalizaveis, dificeis de se separar, formam solug3es coloidais na presenga de
agua e apresentam reagdo acida e forte sabor adstringente. Provocam a
precipitacdo de solugSes de gelatina e de alcaldides; com sais férricos formam
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compostos soliveis, de coloragio azul-escura ou preto esverdeada; com o
ferricianeto de potdssio ¢ amdnia, produzem cor vermetho-escura. Na presenca
de sais de cobre, chumbo e estanho, bem como solugdo forte de dicromato de
potassio aquoso (ou 1% de dcido crémico), os taninos sio precipitados.

Haslam (1996) relata que, na medicina tradicional sio bastante
utilizados como antidoto no caso de envenenamento por alcaléides, no
tratamento de queimaduras, na forma de solugio aquosa e nas infecgdes
intestinais, pela sua acdo adstringente. Possuem também propriedades
hemostaticas nas hemorragias de origem capilar, por precipitarem as proteinas
do soro, formando codgulos. Varios grupos tém investigado as atividades
farmacologica e bioldgica dos taninos, utilizando-se de testes in vitro realizados
com extratos ricos nestas substincias. Dentre estas atividades podem-se citar:
acdo bactericida (Evans et al., 2002), agdo fungicida (Scalbert, 1991), a¢io
antiviral (De Bruyne et al., 1999), ac3io anti-protozoarica (Otshudi et al., 2000),
acdo anticarcinogénica e anti-oxidante (Chung et al., 1998).

Os taninos vegetais sdo classificados em duas grandes categorias: os
taninos condensados e os taninos hidroliséveis. Os taninos condensados (figura
6A) sdo oligdmeros e polimeros formados pela polimerizagio oxidativa de duas
ou mais unidades dos difenilpropanéides flavan-3-ol (catequina) ou flavan-3,4-
diol (leucoantocianidina), que se unem por meio de ligagdes carbono-carbono
(De Bruyne et al., 1999). Esta classe de taninos é também denominada de
proantocianidina e mais recentemente, poliflavondides (Schofield et al., 2001).
Para De Bruyne et al. (1999), os taninos condensados, ao serem aquecidos na
presenca de acidos minerais fortes, sfo oxidativamente despolimerizados,
formando pigmentos antocianidinicos e outros produtos nio bem caracterizados,
tais como os taninos vermelhos.

Os taninos hidrolisaveis (figura 6B) sdo compostos de acido galico ou
de sua condensagdo, produzindo o acido elagico, que também constitui uma
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unidade basica, e que se encontram estereficados a grupos hidroxilas da glucose.
Sio hidrolisaveis por enzimas ou acidos, produzindo como produtos um agucar,
um alcool poliidrico e um 4cido. Os taninos hidrolizaveis sdo divididos em dois
tipos: os galotaninos e os elagitaninos. Ambos os tipos possuem carboidratos,
tipicamente a glucose; porém, os que comtém acido gilico sdo definidos,
freqiientemente, como galotaninos e, quando contém, além do acido galico, um
4cido elagico, sdo chamados elagitaninos (Mieller-Harvey, 2001).

A
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Figura 6: Estrutura geral de um tanino condensado (A), onde n é usualmente 1-10. (B)
Tanino hidrolisivel, consistindo de glucose ¢ 8 moléculas de 4cido galico
(adaptado de Taiz & Zeiger, 1998).
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Segundo Mehansho et al. (1987), as plantas possuem, simultaneamente,
taninos hidrolisdveis e condensados, mas com o predominio de um deles. A
quantidade relativa de taninos varia de acordo com o érgio, idade e estadio de
desenvolvimento da planta.

Para De Bruyne et al. (1999), os taninos, assim como quase todos os
compostos fenolicos, derivam-se de um intermediario biossintético comum, a
fenilalanina ou de seu precursor acido shiquimico, produzidos através da rota do
shiquimato (figura 7). Esta rota promove a conversio dos carboidratos
precursores D-ertrose-4-fosfato e do acido fosfoenol pinivico (PEP), nos
aminoacidos aromaticos fenilalanina ou tirosina e estd presente em vegetais,
fungos e bactenas, porém, nio é encontrada em animais (Taiz & Zeiger, 1998).

(a partir da Rota das ~ Enttrose 4- PEP (a partir da glicélise)

Pentose Fosfato) fosfato
Acetil CoA
i Fenilalanina
ou tirosina
o ( )
Acido Galico Acido Cinfimico ]
' v 1 |
Taninos Hidrolizaveis Compostos Flavonoides o
Fenélicos Simples Misostiuia de
Taninos Compostos Fendlic
l Condensados

Lignina
Figura 7: Os fendlicos vegetais sdo biossintetizados através de diferentes caminhos. Em
vegetais superiores muitos fenélicos sdo derivados, pelo menos em parte da
fenilalanina, via rota do 4cido shiquimico (adaptado de Taiz & Zeiger, 1991).
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Os taninos condensados apresentam, como precursor basico, o acido
trans-cindmico, um fenilpropanéide produzido pela desaminacdo da fenilalanina,
reagio esta catalizada pela enzima fenilalanina-amonia-liase. A partir da
produgdo do acido trans-cinimico, uma cascata de reagdes leva a sintese de
diferentes compostos fenélicos vegetais, incluindo os taninos condensados
(Aerts et al., 1999). Os taninos hidrolisiveis sdo derivados diretos do acido
galico, que apresenta como precursor basico a fenilalanina. Entretanto, o
mecanismo exato da reago de sintese do acido gilico a partir da fenilalanina
ainda é questionavel (Santos et al., 2000).

Varios métodos analiticos tém sido utilizados para quantificar taninos
em amostras vegetais (Mileller-Harvey, 2001). Entre eles citam-se os métodos
colorimétricos, gravimétricos e fisico-quimicos (Parra Pozo, 1997).

Os métodos colorimétricos sio amplamente utilizados devido & 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 determinagdo de fenois totais.
Entretanto, Hagerman (1987) relata que estes métodos nio sdo especificos e ndo
distinguem fendis de baixo peso molecular. Para Miteller-Harvey (2001), os
testes colorimétricos devem ser utilizados somente para comparagdes semi-
quantitativas. Os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu fundamentam-se na
redugdo de uma mistura dos acidos fosfomolibidico-fosfobingstico, em solugdo
alcalina, pelos fendis totais presentes na amostra vegetal, resultando na formacdo
de um croméforo azul representado pelo complexo fosfomolibidato/
fosfotungstato, de estrutura ainda ndo definida, que ¢é quantificado por
espectrofotometria.

Os métodos gravimétricos apresentam a vantagem de ndo necessitarem
de padrdes. Entretanto, sdo menos semsiveis que os métodos colorimétricos
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comuns, além de serem especificos somente para fendis totais (Parra Pozo,
1997).

Virios métodos fisico-quimicos também tém sido desenvolvidos para se
quantificar taninos vegetais. Segundo Pamra Pozo (1997), estes métodos
baseiam-se na precipitagio de proteinas por taninos presentes nos extratos
vegetais. Um dos métodos fisico-quimicos mais utilizados para a quantifica¢do
de taninos em extratos vegetais ¢ o Método da Difusio Radial, descrito por
Hagerman (1987). Neste método, o extrato é aplicado em cavidades feitas em
um gel de agarose, adicionado de proteina (BSA). A medida que os taninos
difundem-se no gel, vdo se complexando com a albumina, desenvolvendo um
halo de precipitagdo. A area do halo ¢ proporcional 3 quantidade de tanino no
extrato. A drea obtida é comparada com uma curva padrio, preparada a partir de
solugdes de acido tamico de concentragSes comhecidas. Segundo Hagerman
(1987), este método ¢ simples, sensivel e especifico, podendo ser aplicado,
especialmente, em estudos envolvendo um grande niimero de amostras.

Atualmente, além dos métodos usuais para o doseamento de taninos,
outros tém sido descritos como a Espectrofotometria no UV, Cromatografia
liquido-gasosa e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em fase normal e fase
reversa (Salminen et al., 1999; Mieller-Harvey, 2001). Informagdes estruturais
para identificagdo de taninos podem ser obtidas, utilizando-se métodos como
Espectrometria de Massas, Ressonéncia Magnética Nuclear e Hidrolise Quimica
(Hammerstone et al., 1999).

Independente do método de analise empregado para a quantificagio dos
taninos, cuidados especiais devem ser tomados em relagio ao preparo da
amostra do material vegetal e ao processo de extragdo. Segundo Santos et al.
(2000), em geral, os taninos n3o devem ser analisados em tecidos frescos, sendo
indispensavel a secagem do material. A secagem ao sol ou em estufa, com
temperaturas iguais ou superiores a 70°C, assim como aquelas realizadas ao ar, a



sombra ou 3 temperatura ambiente devem ser evitadas, pois diminuem
consideravelmente a concentragdo de taninos e outros fendlicos na amostra
vegetal. O método mais indicado é a liofilizag3o, pois além de preservar os
taninos, aumenta o seu rendimento na amostra. Os solventes mais recomendados
nos processos de extragdo sio metanol:agua (com aquecimento ou a temperatura
ambiente), metanol:acido e acetona:agua. A utilizagdo de acetona apresenta dois
inconvenientes: o bloqueio na associagio tanino:proteina, o que mormalmente
nio ocorre com o metanol e a redugiio na estabilidade dos taninos.

2.3.2 Fenilalanina amonia-liase

A fenilalanina amdnia-liase (E.C. 4.3.1.5) é uma enzima chave e
regulatoria da rota biossintética dos fenilpropandides e de seus derivados. Ela
catalisa a transformagdo por desaminacio do aminoacido L-fenilalanina, em
acido trans-cinimico, sem o requerimento de cofatores (figura 8), sendo este o
primeiro passo para a biossintese dos fenélicos vegetais (Bekeblia, 2000;
Santiago et al., 2000; Assis et al., 2001).

COOH Fenilalanina aménia

©/\( liase (PAL) a. COOH
T R ©/\/
»

Fenilalanina

Acido trans-cinamico

Figura 8: A desaminago da fenilalanina a 4cido trans-cinidmico (adapatado de Taiz &
Zeiger, 1998).

O 4cido trans-cindmico produzido é o precursor direto de uma ampla
variedade de compostos fenolicos como os taninos, flavondides, lignina,
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cumarinas e fenilpropandides (Saltviet et al., 2000) Estudos recentes, realizados
com plantas transgénicas tém mostrado que a atividade desta enzima é um dos
principais pontos de controle na regulagio da rota dos fenilpropanéides (Sarma
etal., 1998).

A fenilalanina aménia-liase tem sido isolada de varias fontes, desde que
foi purificada inicialmente por Koukol & Conn (1961). Sua presenga pode ser
observada em uma ampla variedade de plantas superiores e fungos, mas nio em
tecidos animais (Kim et al., 1996). Métodos de imunolocalizac3o, realizados em
tecidos de Populus kitakamiensis tém revelado a presenca desta proteina,
especificamente em fibras do xilema e floema (Osakabe et al., 1996). Em
Phyllanthus tenellus, Santiago et al. (2000), demonstraram através de estudos
imunocitoquimicos, a sintese desta enzima no citoplasma e em cloroplastos de
células esponjosas e em paligada do mesofilo foliar.

Segundo Sarma et al. (1998), em varias espécies vegetais como
Arabdopsis, feijdo, ervilha, salsa, arroz e tomate, a fenilalanina aménia-liase é
codificada por uma pequena familia multigénica. Para Kumar & Ellis (2001),
sendo esta uma enzima chave, a expressio do gene pal é regulada por diversos
fatores como injirias mecénicas, infecgGes, ambiente e estidio de
desenvolvimento da planta.

De acordo com Camm & Towers (1973), em um determinado tecido, os
niveis desta enzima podem flutuar significativamente, em intervalos
relativamente curtos, em resposta a uma ampla variedade de estimulos. O
concomitante aumento nos niveis de fenilalanina aménia-liase e de compostos
fendlicos tem sido demonstrado em muitas plantas e tecidos vegetais. Varios
trabathos descrevem a regulacio da atividade desta enzima por uma ampla
variedade de fatores abiticos e bidticos. Dentre estes fatores destacam-se o
fotoperiodo, fitocromo, alagamento, mudangas de temperatura, radiagio UV,
deficiéncia de nutrientes, tratamento com herbicidas, reguladores de
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crescimento, injurias mecdnicas, ions metalicos, infecgSes fingicas, virais e
ataque de insetos (Bekeblia, 2000; Santiago et al., 2000; Saltveit, 2000; Assis et
al., 2001; Rivero et al., 2001), bem como o estadio de desenvolvimento vegetal e
o grau de diferenciagio de células e tecidos (Solecka & Kacperska, 1995).

Segundo Margna (1977), o acimulo de polifendis derivados da
fenilalanina, é considerado, geralmente, como um processo controlado em nivel
enzimatico. Entretanto, sob condi¢des fisiologicas, normalmente presentes na
célula vegetal, este parece nio ser sempre o principal fator limitante. Dados
experimentais disponiveis sugerem que o acimulo de fenilpropandides pode
também ser controlado por outros mecanismos celulares, nio diretamente
relacionados com a atividade catalitica das enzimas envolvidas.

2.4 Propagacio de espécies através do cultivo in vitro

Entre os diversos problemas apresentados por espécies economicamente
viaveis, destacam-se aqueles referentes 2 sua propagago. Pesquisas relacionadas
4 propagagdo in vitro de espécies com interesse economico e, em especial, com
potencial medicinal, tém-se mostrado cada vez mais promissoras. Segundo
Melo (2000), através desta técnica, as dificuldades de propagacdo podem ser
minimizadas, permitindo a multiplicago rapida das plantas, selegdo precoce de
material superior, producio de plintulas em larga escala e uso de pequeno
espago fisico, sendo por isto, uma tecnologia adequada para culturas de ciclo
longo, visando a produgio de mudas para matrizes e plantios comerciais.

Segundo Oliveira (2001), em cultura de tecidos, o cultivo de embrides in
vitro é um método de propagagio muito utilizado para vérias culturas de
interesse econdmico, como suporte a programas de melhoramento genético e
para a propagagio comercial. Este método baseia-se no fato de que os embriGes
podem ser retirados das sementes e transferidos para um meio de cultura
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contendo nutrientes apropriados e em concentragdes adequadas, onde sofrem
desdiferenciacio e, posterior diferenciagio, obtendo-se plantulas inteiras
(Sacchi, 1985).

O primeiro trabalho com cultura de embrides foi realizado por Hanning,
em 1904 (Hu & Wang, 1986), com a produgio de plantulas a partir de embriGes
de cruciferas. Este trabalho pioneiro fomeceu informagdes para a identificagiio
dos fatores que controlam o crescimento de embrides cultivados.

De acordo com George (1996), o cultivo de embrides consiste no
isolamento estéril e no crescimento de um embriio maduro ou imaturo in vitro,
com o objetivo de se obter uma planta viavel. Entre as varias potencialidades
desta técnica, destacam-se a superagdo da dorméncia de sementes, estudo de
problemas nutricionais, fisiologicos e bioquimicos de embrides em varios
estadios de desenvolvimento, recuperagio de embrides hibridos abortivos,
oriundos de cruzamentos incompativeis, produgio de novas plantas em curto
espago de tempo e propagagdo vegetativa, devido a sua natureza juvenil
(Andreoli, 1985; Pierik, 1990; George, 1996).

Segundo Illg (1986), o embrido, proveniente de um processo normal de
fecundacdo, pode ser facilmente separado e cultivado, sob condigdes assépticas
em um meio de cultura adequado, mantendo-se geneticamente estavel e
produzindo descendentes. Segundo Andreoli (1986), o indice de contaminagiio
in vitro é muito baixo, quando se utiliza o embrifio como explante, uma vez que
este encontra-se alojado em um ambiente estéril. Desta maneira, a desinfestagio
direta do embriio nio é necessaria, bastando apenmas a desinfestagio da
superficie extema da semente, a ndo ser que esta superficie esteja rachada ou
haja a presenca de patdgenos.

Pierik (1990) sugere que uma vantagem adicional do uso de embrides e
de folhas jovens, como explantes para a cuitura de tecidos vegetais é a nio
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destruigio das plantas matrizes e a eficiéncia na propagagio de algumas
espécies.

Um dos aspectos mais importantes da cultura de embrides ¢é a sele¢do
correta do meio nutritivo, que estimule o desenvolvimento dos mesmos (George,
1996). Segundo Oliveira (2001), o meio de cultura adequado, tanto para
propagagio, quanto para a cultura de embriGes, deve ser adaptado para cada
espécie. Para Andreoli (1985), diferentes meios podem ser utilizados para
manter as culturas de embrides, mas o mais frequentemente utilizado é o MS
(Murashige & Skoog, 1962), originalmente desenvolvido para o cultivo de calos
de fumo (Nicotiana tabacum L.). A concentragio dos nutrientes do meio MS ¢é
geralmente considerada elevada e, em fungdo disto, muitas modificagdes tém
sido estudadas com o objetivo de reduzir os niveis dos nutrientes, permitindo
assim maior adaptagdo de cultivos in vitro (Samartin, 1989). Por outro lado,
segundo Krikorian (1991), a alta salinidade do MS ¢ eficiente para cultivos que
exigem concentragoes mais elevadas de ions.

De acordo com George (1996), em geral, o desenvolvimento de
embrides maduros in vitro ocorrem em meios nutritivos simples, compostos de
sais minerais, vitaminas e agiicares. No caso dos embries imaturos, entretanto,
é necessario um meio mais completo, contendo, além dos componentes acima
mencionados, substancias reguladoras de crescimento, compostos organicos e
extratos naturais. A exigéncia em sacarose é varidvel em fung3o do estadio de
maturago dos embrides (Hu & Wang, 1986), onde os imaturos exigem maiores
concentragdes (Saravitz & Raper, 1995). Pierik (1990) sugere que os embrides
maduros sejam cultivados em meios contendo de 2 a 3% de sacarose e os
imaturos, 8 a 12%. Segundo Hu & Wang (1986), os embrides excisados
maduros ou quase maduros sdo autotroficos, ou seja, sdo capazes de germinar

em meio simples, sem suprimento adicional de sacarose.
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De acordo com Pierik (1990), os reguladores de crescimento ndo sio
requeridos na cultura de embrides maduros. Entretanto, para embrides muito
jovens de algumas espécies, os reguladores sio adicionados para suprir a
germinagdo precoce ou estimular seu crescimento. George (1996) relata que
altas concentrages de auxinas induzem a formagio do embriio, porém o seu
desenvolvimento ocorre sob baixas concentragdes de auxinas. As giberelinas
atuam no processo de germinacdo, quebra de dorméncia e crescimento de
embriSes. Varios trabalhos mostram o efeito positivo das giberelinas quando
adicionadas ao meio, proporcionando a iniciagio e o desenvolvimento da zona
meristematica radicular e ainda estimulando o desenvolvimento da radicula ja
existente (Saravitz & Raper, 1995).

Segundo Andreoli (1985) e George (1996) vérios parimetros afetam a
cultura de embrifes, citando-se o gendtipo, estidio de desenvolvimento do
embridio no isolamento, condigdes de crescimento da planta mie, composicdo do
meio de cultivo, liberagdo de substincias fendlicas no meio, remogio
inadequada do embrido, além da luz e temperatura.

2.5 Influéncia do ambiente no desenvolvimento das espécies, na
atividade da fenilalanina aménia-liase e na produgio de taninos
vegetais

Para Wilkinson (1994), as respostas das plantas ao ambiente tém sido
um paradigma para o milénio. Estas respostas podem ser avaliadas através de
estudos ecofisiolégicos, os quais permitem compreender os mecanismos
utilizados pelas plantas para sua sobrevivéncia e reprodugdo em seu ambiente
natural (Caldwell & Pearcy, 1994).

Segundo Abrams & Mostoller (1995), os estudos ecofisiolégicos, em
geral, sdo conduzidos de maneira a verificar-se as respostas das plantas ligadas a
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um fator ambiental isolado, enquanto que poucos estudos tém sido feitos sobre a
variagio fenotipica em relagdo a multiplos estresses, os quais sdo responsaveis
por concomitantes respostas nas plantas. Estes multiplos fatores de estresse,
também denominados fatores limitantes (Caldwell & Percy, 1994), possuem
valor no diagnéstico das causas que levam a uma baixa produtividade da espécie
em questdo. A utilizagio de informagdes isoladas é complicada por alguns
fatores como a interagio entre respostas e a variabilidade do ambiente natural
(Jones, 1992).

No Cerrado, as variagdes climaticas sdo caracterizadas principalmente
pela distingdo entre a estagdo chuvosa e a estagdo seca. Antes ou durante a seca,
ocorre a queda de folhas, em maior ou menor grau, dependendo da espécie e tipo
de solo. Ha um periodo que coincide, ou que vem imediatamente apos a abscisdo
foliar, de paralisagio das atividades de crescimento da maioria destas espécies
(Barros & Caldas, 1980).

Para Souza (1999), a deficiéncia hidrica é um dos principais fatores
responsaveis pela limitagdo do crescimento, desenvolvimento e adaptagdo das
plantas. Este estresse se desenvolve quando a perda de agua excede a absorgdo,
em intensidade suficiente para causar, entre outros, o decréscimo no conteido de
agua na planta, redugio do turgor e, consequentemente, o decréscimo na
expansio celular e alteragdo de varios processos fisiologicos. Deve-se ressaltar,
também, que a extensdo dos efeitos e o tipo de déficit hidrico dependem da
intensidade e da duraggo do estresse, da espécie e do estadio de desenvolvimento
da planta (Tezara et al., 2002).

A interagio entre a demanda evaporativa da atmosfera, o estado hidrico
do solo, distribuicio e densidade do sistema radicular e os processos
metabolicos revelam o estado hidrico da planta, sendo este um valioso
instrumento nos estudos das relagdes agua-planta. Na planta, a avaliagdo do
estado hidrico é feita geralmente com base na medigdo do potencial hidrico



foliar (w9, que funciona como um indicador do estado de hidratagio da planta
(Schulze, 1986) . Winkel & Rambal (1990) sugerem que, apesar do potencial
hidrico ser a varidvel mais examinada nos estudos sobre relagdes hidricas e
considerada como responsavel pelo controle direto da perda de agua pela planta,
esta funcdo € conferida aos reguladores hormonais e & pressdo de turgor das
células guarda. Segundo Nagarajah (1989), o y; antes do amanhecer é definido
como o potencial hidrico maximo e constitui um adequado indicador dos niveis
de estresse hidrico, pois n#o ¢ afetado pelas condigSes ambientais.

Apesar da medida do y caracterizar o estado hidrico da planta, seu
emprego de forma isolada é muito restrito e niio fomece informagdes sobre o
comportamento fisiologico das plantas em resposta 2 baixa disponibilidade de
agua, tomando-se indispensavel correlaciona-la com outras caracteristicas como
condutancia estomitica, fotossintese e transpiragio (Souza, 1999).

O controle dos movimentos estométicos é o meio mais rapido que a
planta dispde para ajustar-se as variagdes ambientais a que sdo submetidas
(Chaves, 1991). Através dos estdmatos, ocorre influxo de CO, necessario ao
processo fotossintético e ao crescimento e efluxo de agua, por meio da
transpiragdo. Segundo Winkel & Rambal (1993), além da disponibilidade de
agua no solo, o movimento dos estdmatos pode ser diretamente influenciado por
diversos fatores do ambiente como a radiagdio solar, o déficit de pressdo de vapor
da atmosfera (DPV), a concentragdo interna e externa de CO; e a temperatura do
ar.

Uma das respostas mais significativas & baixa disponibilidade hidrica do
solo ¢ a diminuicdo da abertura estomitica, que previne a perda de agua.
Entretanto, este mecanismo reduz a absorgio de CO, e, consequentemente, a
taxa fotossintética (Kaiser, 1987; Chaves, 1991). De acordo com Sutcliffe
(1980), no curso de uma evolugio diuma, o fechamento dos estdmatos pode
ocorrer preferencialmente como uma resposta da planta ao gradiente de
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potencial hidrico entre a folha e a atmosfera, embora exista em menor
proporgio, influéncia da disponibilidade de agua no solo.

Beadle et al. (1985) sugerem que em folhas de Pinus, o fator
determinante da condutincia estomatica é o DPV no ar, exceto ao amanhecer e
ao entardecer, quando este controle é realizado pela radiagdo e temperatura. Para
Damesin & Rambal (1995), um aumento no DPV pode induzir o fechamento
estomitico e, consequentemente, reduzir as trocas gasosas. Segundo Mielke
(1997), a modulagdo da conduténcia estomitica, pelo déficit de pressao de vapor
do ar é particularmente importante para que as plantas possam evitar uma perda
excessiva de agua, sob condigdes em que a demanda evaporativa da atmosfera é
alta.

Varia¢es diurnas na fotossintese podem ser encontradas em fungio do
DPV. Aumento no DPV promove a queda da capacidade fotossintética, devido a
uma redugio do yr e conseqiiente fechamento estomitico (Schulze, 1986). A
fotossintese também esta na dependéncia de condi¢des ambientais como
irradidncia, temperatura e suprimento de nutrientes, responsaveis por mudancas
diurnas e sazonais na mesma. Segundo Chaves (1991), redu¢Ses na concentragio
intema de CO. e condutincia estomatica sdo indicativos da redugdo da
fotossintese, devido ao fechamento estomatico. Em plantas de oliveira, Moriana
et al. (2002) verificaram que a condutiincia estomatica foi um fator limitante da
fotossintese em plantas submetidas a estresses hidricos de médio a moderado,
enquanto que fatores nio estomiticos influenciaram a fotossintese liquida
somente sob condig¢Ges de estresse severo.

A transpiragdo é outro parimetro que apresenta uma expressiva inter-
relagio com a condutincia estomatica, sendo que ambos variam em funcdo
direta da demanda evaporativa da atmosfera. Observa-se geralmente que, nas
primeiras horas da manhi, a condutéincia estomatica pode ser relativamente alta,
a0 passo que a taxa de transpiragio ndo. A transpiragdo geralmente diminui em
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razio direta com o g, principalmente como resultado do aumento da resisténcia
estomatica a difusdo de vapor de agua (Jarvis & McNaughton, 1986; Mielke,
1997). Em uma comunidade vegetal, além da regulagio estomética, outros
fatores, como a energia radiante absorvida, ou a eficiéncia de remogio de vapor
de agua da superficie evaporante, podem apresentar um papel semelhante ou até
mais significativo do que o controle estomatico sobre a transpiragio. Em alguns
casos o controle estomitico da transpiragio verificado nas folhas, pode
apresentar um pequeno ou nenhum controle sobre a taxa de transpiragio do
dossel (Jarvis & McNaughton, 1986; Hinckley & Braatine, 1994).

Além dos efeitos no desenvolvimento das espécies, pesquisas tém
apontado a influéncia do ambiente na produgio de metabélitos secundarios
vegetais, onde muitos se destacam devido sua importincia como principios
ativos de plantas (Salmien et al., 1999; Castro et al., 2001).

Varias hipéteses ecoldgicas, para as estratégias adaptativas das plantas,
sugerem que a produgdo de metabélitos secundarios esta relacionada a processos
de crescimento e diferenciagdo vegetal, regulados pela disponibilidade de
recursos ambientais. Nas plantas, a alocagio de carbono para a biossintese de
metabolitos secundarios ¢ determinada tanto pela disponibilidade de recursos
(putrientes, luz, concentragdo de CO,), como por estresses especificos como
seca, poluentes e radiagdio (Koricheva et al., 1998). Pelo fato do metabolismo
secundario estar intimamente relacionado com o metabolismo primario, varios
fatores que afetam o crescimento, a fotossintese e outros aspectos do
metabolismo primario, também podem afetar o metabolismo secundario. Lavola
et al. (2000) sugerem que o aumento nas concentragdes de CO, atmosférico
promove o crescimento e acelera os processos fisiologicos em folhas jovens,
devido a um incremento na disponibilidade interna de carbono, a mudangas no
particionamento de assimilados entre érgdos vegetais e ao acimulo de
metabolitos secundarios.
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Segundo Kouki & Manetas (2002), a disponibilidade de recursos pode
ocasionar flutuagdes nos niveis de compostos fendlicos vegetais, além de
promoverem efeitos regulatérios na atividade de enzimas chaves da rota
biossintética destes compostos. Para Janas et al. (2000), a atividade da
fenilalanina aménia-liase e o aciimulo de varios fenilpropanéides ocorrem como
consequéncia de varios estresses. Entre eles citam-se os estresses bidticos, como
infecgio por microorganismos, ataque de insetos e herbivoros e estresses
abiéticos como temperatura, luz, ferimentos, disponibilidade hidrica e niveis de
CO, atmosférico (Janas et al., 2000; Lavola et al, 2000; Saltviet, 2000;
Chakraborty et al., 2001; Rivero et al., 2001). Para Solecka & Kacperska (1995)
estes estresses podem modificar tanto a sintese da enzima, como a sua atividade,
em uma ampla variedade de plantas.

Alteragdes nos padrdes de taninos vegetais, em decorréncia de
diferentes condicSes de estresse também sdo bem documentadas. Koricheva et
al. (1998) consideram que os niveis de taninos vegetais estdo, parcialmente, sob
o controle genético, sendo também determinados pelas condigdes ambientais.
Lavola et al. (2000), estudando os efeitos de diferentes niveis de CO,
anhosférico e da radiagdo UV na alocagio de carbono para o crescimento e a
sintese de metabolitos secundarios em plintulas de Betula pendula Roth.,
verificaram uma correlagio positiva entre a concentragdo de CO; e a radiagdo
UV-B, na sintese de compostos fendlicos. A radiagido UV-B aumentou,
principalmente, a atividade da fenilalanina amonia-liase, levando ao acumulo de
alguns fendlicos intermediarios e de determinados produtos finais. Altas
concentragdes de CO, afetaram, principalmente, o nivel constitutivo de
metabélitos secundirios, promovendo o incremento nos niveis de taninos
condensados.

Estudos realizados por Lindroth et al. (2001) com alamo (Populus
tremuloides) e bétla (Betula papyrifera) submetidas a diferentes tratamentos
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com CO; e O; demonstraram aumentos despreziveis nos niveis de taninos
condensados em alamo e aumentos mais acentuados em bétula, em resposta a
um incremento nos niveis de CO,. Em Pinus, Jordan et al. (1991) observaram a
alocagdo de carbono, para a sintese de taninos foliares em consequéncia do
estresse causado pela poluicdo. Aumentos sazonais no acimulo de taninos
foliares em Cryptomeria japonica D. Don. também puderam ser observados por
Katoh et al. (1989), entre os meses de junho, setembro e novembro, em resposta
a poluicdo ambiental. Hatano et al. (1986) revelaram a presenca de mudangas
sazonais no conteudo de taninos em Liquidambar formosana, uma espécie
medicinal chinesa, coletada em diferentes épocas do ano. Variagdes sazonais nos
conteudos de taninos hidrolisiveis também foram detectadas por Salminen et al.
(2001), em folhas jovens de Betula pubescens.
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CAPITULO 2: PROPAGACAO DO MURICI (Byrsonima verbascifolia
Rich. ex A. Juss.), ATRAVES DO CULTIVO “IN VITRO” DE EMBRIOES

1 RESUMO

O murici é uma espécie medicinal e frutifera, amplamente distribuida no
Cerrado brasileiro, com desenvolvimento lento e baixa percentagem de
germinagio, em condigSes naturais. Este trabalho teve como objetivo estabelecer
uma metodologia para a propagagdo desta espécie, através do cultivo in vitro de
embrides, visando a produgdo comercial de mudas. Os embrides foram obtidos
removendo-se o endocarpo e o tegumento, apds desinfestagdo dos frutos com
hipoclorito de sédio 2%, por 10 minutos. A seguir foram submetidos a duas
condi¢des experimentais: na primeira, os embrides foram inoculados em meio
MS, acrescido de cinco concentragdes de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 gLl ena
segunda, 0s embrides foram submetidos a quatro concentragdes de sais no meio
MS (0, 25, 50 e 100%), suplementados com 3% de sacarose. Os meios foram
solidificados com agar na proporgdo de 7 gL e o pH foi ajustado para 5,7 =
0,1, antes da autoclavagem. Apés inoculagio foram mantidos em sala de
crescimento, a 27 + 1 °C, fotoperiodo de 16 horas. Empregou-se delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repetigdes, constituidas de 10 tubos cada.
Apés 15 dias de inoculagdo, avaliou-se a percentagem de oxidagdo e
contaminagio do meio e dos explantes e aos 30 dias a percentagem de
germinagio dos embrides e peso de matéria seca total das plantulas formadas.
Os resultados indicaram que as varias concentragdes de sacarose empregadas,
influenciaram significativamente a percentagem de germinagdo e o peso de
matéria seca das plintulas, enquanto que os diferentes niveis do meio MS
afetaram apenas o acamulo de biomassa. Plantulas com idades entre seis e oito
semanas ¢ 3 a 4 pares de folhas foram aclimatizadas, através do aumento
progressivo na intensidade luminosa e diminuicio da umidade do meio,
tomando-se aptas para o cultivo em casa de vegetacdo, 120 dias apés o inicio do
processo.

2 ABSTRACT

Propagation of murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) through in
vitro cultivation of embryos

The murici is a medicinal and fruit species, widely distributed in
Brazilian Cerrado, that presents a slow development and low germination

)

A



percentage in natural conditions. The objective of the present work was to
establish a methodology of propagation of this species, through in vitro
cultivation of embryos. The embryos were obtained by removing the endocarp
and seed coat, after 10 minutes of disinfection of fruit with of 2% sodium
hypochlorite. Then, they were submitted to the following experimental
conditions: (1), the embryos were inoculated in MS medium, supplemented with
five concentrations of sucrose (0, 15, 30, 45, and 60 g.L™); (2), the embryos
were inoculated in MS medium with the following salt concentrations (0, 25, 50,
and 100%), supplemented with 3% sucrose. The medium was solidificated with
7 g.L" agar and the pH was adjusted to 5.7 % 0.1, prior autoclavation. After the
inoculation the embryos were maintained in a growing room, at 27 + 1 °C, fora
16 hour photoperiod. It was used a complete block design, with five replications
with 10 testing tubes each. After 15 days of inoculation, it was evaluated the
percentage of embryo germination and the weight of total dry matter of formed
seedlings. The results indicated that the concentrations of sucrose used,
influenced significantly the percentage of germination and the weight of dry
matter of the seedlings, while the different levels of the MS medium affected
only the biomass accumulation storage. Seedlings between six and eight weeks
of age and 3 to 4 pairs of leaves were acclimatized by the progressive increase
on the light intensity and the decrease of environment humidity, turning them
capable for the greenhouse cultivation, 120 days after the beginning of the
process.

3 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro constitui-se em uma grande fonte natural de
recursos biologicos, com inumeras espécies de elevado valor medicinal,
incluindo o murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) (Rodrigues &
Carvalho, 2001). Almeida et al. (1998) relatam que muitos processos
patolégicos podem ser curados através da utilizagio de extratos obtidos,
principalmente, a partir da casca desta espécie, ricos em tanino, um principio
ativo adstringente muito utilizado no tratamento de inflamagdes, queimaduras e
como cicatrizante local (Otshudi et al., 2000; Ahmad & Beg, 2001).

A utilizacdo indiscriminada de espécies medicinais na medicina popular
¢ também pela indiistria farmacéutica, tem ocasionado uma reducio consideravel
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na densidade populacional de algumas destas plantas, em areas onde elas
ocorrem naturalmente, sendo importante o desenvolvimento de protocolos
efetivos que viabilizem a produgdo destas espécies em escala comercial
(Nadeem et al., 2000).

O murici produz frutos do tipo drupa e sua propagagdo se faz através de
via sexuada, cujas sementes apresentam baixa percentagem de germinag3o,
sendo o desenvolvimento das plantas em condigdes de campo considerado de
lento a moderado, nio ultrapassando 1,5m aos 2 anos de idade (Barroso, 1991,
Lorenzi, 1998). Para Almeida et al. (1998), esta dificuldade de propagagdo é
causada, possivelmente, pela presenga de um endocarpo esclereficado que
envolve o embrifio e que atua como uma barreira mecénica, dificultando a
protuso da radicula e, consequentemente, a emergéncia da plantula.

Atualmente, o cultivo de embrides in vitro tem-se mostrado como uma
alternativa economicamente viivel, para a propaga¢do de varias espécies de
interesse econémico (Acebedo et al., 1997, Andrade, 1998; Das et al, 1999;
Maliro & Kwapata, 2000; Melo, 2000; Nadeem et al., 2000; Oliveira, 2001).
Segundo Oliveira (2001), o cultivo de embrides reduz o tempo para a obtengdo
de um novo individuo, permite boa umiformidade e alto percentual de
germinagfo. Para Andrade (1998), outras vantagens sdo a multiplicagdo rapida
do material selecionado e a antecipagdo da época de plantio. Pierik (1990)
sugere que uma vantagem adicional do uso de embrides e de folhas jovens,
como explantes para a cultura de tecidos vegetais ¢ a ndo destruigéo das plantas
matrizes e a eficiéncia na propagagio de algumas espécies.

Um dos aspectos mais importantes da cultura de embrides ¢ a selecdao
correta do meio nutritivo, que estimule o desenvolvimento dos mesmos (George,
1996). Segundo Oliveira (2001), o meio de cultura adequado, tanto para
propagagdo, quanto para a cultura de embrides, deve ser adaptado para cada
espécie. Maliro & Kwapata (2000) relatam que o meio mais freqiientemente
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utilizado € o MS (Murashige & Skoog, 1962), originalmente desenvolvido para
o cultivo de calos de tabaco (Nicotiana tabacum L.). A concentragdo dos
nutrientes do meio MS é geralmente considerada elevada e, em fimgdo disto,
muitas modificages tém sido estudadas com o objetivo de reduzir os niveis dos
nutrientes, permitindo assim maior adaptagio de cultivos in vitro (Samartin,
1989). Por outro lado, segundo Krikorian (1991), a alta salinidade do MS é
eficiente para cultivos que exigem concentragdes mais elevadas de ions.

De acordo com George (1996), em geral, o desenvolvimento de
embrides maduros in vitro ocorrem em meios nutritivos simples, compostos de
sais minerais, vitaminas e agiicares. No caso dos embrides imaturos, entretanto,
€ necessario um meio mais completo, contendo, além doé componentes acima
mencionados, substincias reguladoras de crescimento, compostos organicos e
extratos naturais. A exigéncia em sacarose ¢ variavel em fungdo do estadio de
maturagdo dos embrides (Hu & Ferreira, 1990), quando os imaturos exigem
concentragdes mais elevadas (Saravitz & Raper, 1995). Segundo Hu & Wang
(1986), os embrides excisados maduros ou quase maduros s3o autotréficos, ou
seja, sdo capazes de germinar em meio simples, sem suprimento adicional de
sacarose.

Normalmente, as plantas provenientes do cultivo in vitro necessitam de
um periodo de aclimatiza¢do, antes de serem transferidas para condigdes de
campo. Para George (1996), este processo se faz necessario porque o ambiente
in vitro normalmente afeta a morfogénese das plantas, que apresentam uma
natureza mais fragil pelo fato de terem sido cultivadas em condigdes de baixa
irradidncia e alta umidade relativa. Segundo Gomes (1999), a transferéncia de
plintulas, das condigbes assépticas e heterotroficas, tipica da cultura de tecidos,
para o ambiente externo deve ser realizada de forma gradativa e cuidadosa, para
evitar sua morte.



Tendo em vista as poucas informagdes relativas & propagagdo do murici
e i dificuldade de germinagdo das sementes em condigdes naturais, este trabalho
teve como objetivo principal desenvolver uma metodologia efetiva para a
propagacio desta espécie, através do cultivo de embrides in vitro, visando ao
enriquecimento populacional da espécie e o uso sustentado dos cerrados, através
da produgio comercial de mudas em larga escala.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacio geral e obtengiio das sementes

Este estudo foi conduzido no periodo entre janeiro de 2001 a margo de
2002, no Laboratério de Cultura de Tecidos, do Setor de Fisiologia
Vegetal/DBI, da Universidade Federal de Lavras, municipio de Lavras, MG.

As sementes de murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.)
foram coletadas nos meses de janeiro a margo de 2001, em area de formacdo
campestre com fisionomia de Cerrado sensu stricto, localizada no municipio de
Kaci, situado ao sul do Estado de Minas Gerais. Amostras do material vegetal
foram coletadas e herborizadas. As exsicatas foram identificadas, catalogadas e
depositadas no Herbario ESAL, registradas sob o n® 17228.

Apés a coleta dos frutos maduros, o epicarpo e mesocarpo foram
removidos, utilizando-se peneira, agua corrente e solugio de NaOH 0,1M. A
seguir, o endocarpo foi tratado com solugdo de Benomyl a 2% e, apés secagem 3
temperatura ambiente, foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas
em cimara fria, a uma temperatura de 4 °C, no escuro.
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4.2 Teste de viabilidade das sementes

Apds a coleta e processamento dos frutos, 30 sementes foram
submetidas ao teste do tetrazolio, segundo Nadeem et al. (2000), imediatamente
apés a coleta (tempo zero) e apos armazenamento por 6 e 12 meses, a 4 °C, no
escuro. O padrdo de coloragdo em diferentes regides foi observado.

4.3 Condug¢io do experimento
4.3.1 Assepsia do material vegetal e extra¢ido dos embrides

Os endocarpos esclerificados foram desinfestados com NaOCl 2%
(hipoclorito de sédio comercial) por 10 minutos e lavados rapidamente em agua
destilada esterelizada. A seguir, os embrides foram extraidos, removendo-se
cuidadosamente o endocarpo e os tegumentos, com auxilio de martelo e bisturi,
respectivamente, em cimara asséptica de fluxo laminar.

4.3.2 Efeito da sacarose e proporgdes de sais do meio MS, na germinacfio e

matéria seca total

EmbriGes excisados foram submetidos a dois experimentos distintos. No
primeiro, os embrides foram inoculados em meio MS (Murashige & Skoog,
1962) (tabela 1, anexo B) completo, suplementado com as seguintes
concentragdes de sacarose: 0, 15, 30, 45 e 60 g L. No segundo experimento, os
embrides foram inoculados em meio de cultura MS, acrescido de diférentes
concentragdes de sais componentes do meio (0, 25, 50 e 100%), suplementados

com sacarose a 30 g.L".



Nos dois experimentos, os meios foram solidificados com agar, na
proporgdo de 7 gL e o pH ajustado para 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem a
121 °C e 1 atm de pressio, por 20 min. Cada tubo de ensaio (15%250 mm)
recebeu aproximadamente 15 mL do meio de cultura. Apds inoculagdo, os
embrides foram transferidos para sala de crescimento com temperatura de 27 +
1°C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente
ativos de 25 pmol.m™.s™, fornecida por limpadas do tipo branca-fria. A radiacdo
foi determinada através de sensor Hansatech.

4.3.3 Caracteristicas avaliadas

Apés 15 dias de inoculagio, avaliaram-se a percentagem de oxidacdo e a
contaminagio do meio e dos explantes e, aos 30 dias, a percentagem de
germinagio dos embrides e a matéria seca total das plantulas formadas. A
germinagio foi avaliada adotando-se critérios fisiologicos, considerando-se

germinados todos os embriSes com protusdo de radicula.
4.4.4 Delineamento experimental e anilises estatisticas

Para ambos experimentos empregou-se o delineamento inteiramente
casualizado. O primeiro experimento foi constituido de meio MS, suplementado
com cinco quantidades de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 gL™). No segundo
experimento, utilizaram-se quatro concentracdes de sais componentes do meio
MS (0, 25, 50 e 100%). Cada experimento foi constituido de 5 repetic3es,
empregando-se para cada parcela experimental, 10 tubos de ensaio. Foi
inoculado um embrido por tubo.

Os dados obtidos foram submetidos & anilise de varidncia para
percentagem- de germinagio e peso de matéria seca total, seguindo modelos
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matematicos proprios para o delineamento inteiramente casualizado e analisados
estatisticamente utilizando-se o Sistema de Analise de Varidncia para Dados
Balanceados (Ferreira, 2000). Para comparac¢3o dos contrastes entre médias dos
tratamentos utilizou-se o Teste de Scoott & Knott (1974), ao nivel de 5% de
probabilidade.

4.4.5 Aclimatiza¢do das plantulas produzidas in vitro

Para o processo de aclimatizagio, adotou-se como referéncia a
metodologia proposta por Gomes (1999).

Entre 6 a 8 semanas apos a inoculagio dos embrides, as plintulas
produzidas foram transferidas para caixas plasticas tipo gerbox, contendo o
substrato Plantmax umedecido e previamente autoclavado a 121 °C, por 20
minutos. Foram submetidas ao processo de aclimatizagdo todas as plintulas que
apresentavam entre 3 a 4 pares de folhas, com parte do sistema radicular
atingindo a superficie inferior do tubo de ensaio (figura 1A e 1B). A seguir, as
caixas foram envolvidas em um saco plastico transparente para criar um
ambiente saturado de umidade (figura 1C) e transferidas para sala de
crescimento a uma temperatura de 24 + 2 °C onde permaneceram sob diferentes
niveis de irradidncia (30%, 50% e 70%), cuja densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos era de 30 , 48 ¢ 60 pmol.ms™, respectivamente, por
um periodo de 14 dias em cada (figura 1D). Os niveis de irradidncia foram
obtidos com a utilizagdo de telas pretas de naylon, conhecidas comercialmente
como “telas sombrite”, conforme especificagSes do fabricante, que permitem a
redugdo proporcional da radiagio fotossinteticamente ativa. A medida que os
sombrites eram substituidos, ao final de cada periodo, eram feitas aberturas, em
uma das extremidades da embalagem plastica, para incrementar as trocas
gasosas. Finalmente, o sombrite 30% e a embalagem plastica foram retirados e
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; mudas foram transplantadas para sacolas de polietileno, com capacidade para
kg de substrato cada, sendo este constituido de uma mistura de terra, areia e

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

egetagdo.

Figura 1: Aclimatizagao das plantulas obtidas a partir do cultivo in vitro de embrides.
A. Plantulas utilizadas no processo; B. Apos transferéncia para caixas tipo
gerbox; C. Caixa gerbox ervolvida ~m embalagem  plastica;

D. Aclimatizagiio sob sombrite. UFLA Lavras MG, 2001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Viabilidade

O teste de viabilidade indicou que, em média, 85% das sementes
recentemente coletadas eram viaveis e que 0 armazenamento nio influenciou na
viabilidade das mesmas (tabela 1). Os resultados indicam que a baixa
percentagem de germinagdo do murici em condigdes naturais, ndo esti

diretamente relacionada com a perda de viabilidade das sementes.

TABELA 1: Padrdo de coloragio em algumas partes das sementes de murici,
em funcdo do teste do tetrazolio, imediatamente apds a coleta e

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

Lavras, MG. 2001,
% de sementes coradas
PADRAO DE COLORACAO M™% APOS O ASMAZENAMENTO
Toda semente corada 85 80 77
Somente o embrido corado 10 10 08
Cotilédones ndo corados 0 08 06
Radicula ndo corada 0 04 04
Embrido ndo corado 10 11 10
Sementes ndo coradas 0 0 02

5.2 Condigdes de cultivo

As condigdes de assepsia e de remogido dos endocarpos e tegumentos

mostraram-se satisfatorias para a obtencdo de embrides, como fonte de explante
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para o cultivo in vitro. Observou-se que cada fruto apresentava de 1 a2
sementes em condigdes adequadas para a extragdo do embrido.

Apés inoculagdo, ndo se verificou qualquer indicio de escurecimento no
explante, ou no meio de cultura, indicativos do desenvolvimento de processos
oxidativos, muito comuns no cultivo ir vitro de espécies lenhosas.

O percentual de contaminagio foi praticamente desprezivel,
demonstrando nio ser necessaria a desinfestagio direta da superficie externa da
semente e do embrido. Através destas observagdes, nota-se que no murici, as
sementes ¢ os embrides desenvolvem-se em condigdes assépticas, devido 2o
fruto apresentar um endocarpo esclerificado, que atua como uma barreira,
dificultando a penetragio de patogenos, desde que intacto. Baixos indices de
contaminagdio in vitro também sdo relatados por Andreoli (1986), quando se
utilizam embrides como fonte de explante, uma vez que os mesmos sdo
produzidos em ambientes estéreis.

A remogio do tegumento foi um fator que contribuiu para o sucesso
obtido na propagagio in vitro desta espécie. Ensaios preliminares mostraram que
os embrides desprovidos de tegumento germinaram em 7 dias, apresentando no
122 dia apés a inoculagio, plintulas mais desenvolvidas e com o seu segundo par
de folbas em expansdo. Embrides com tegumento germinaram em 12 dias,
apresentando o segundo par de folhas formado somente aos 20 dias apos
inoculaggio. Trinta dias apés inoculacdo, diferengas marcantes foram observadas
em relagdo ao desenvolvimento inicial das plintulas originadas de embrido com
e sem tegumento. Resultados semelhantes foram descritos por Maliro &
Kwapata (2000), em estudos realizados com sementes de Vapaca kirkiana, uma
espécie frutifera tropical da Africa do Sul, onde a remogdo do tegumento
aumentou a percentagem de germinag3o de 55% para 78%, além de favorecer o
desenvolvimento das plantulas formadas. Os autores sugerem que a presenga do
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tegumento pode atuar como uma barreira entre 0 meio nutritivo e o embrisio
interferindo com a nutrigdo e o desenvolvimento dos mesmos.

A retirada do endocarpo mostrou-se como um ponto positivo para o
incremento na taxa e na uniformidade da germinagio. Levando-se em
consideragdo que os frutos produzidos pelo murici sfio do tipo “drupa” e que a
semente encontra-se envolvida pelo carogo (endocarpo esclerificado), verificou-
se que a remo¢do do mesmo toma-se necessaria, pois o endocarpo atua como
uma barreira mecanica, dificultando e, até mesmo, impedindo a protusio da
radicula. Estudos realizados por Acebedo et al. (1997) e por Melo (2000), com
frutos de oliveira e guarirobeira, respectivamente, também demonstraram a
necessidade da retirada do endocarpo, para a obtengio de maiores taxas de
germinacdo das sementes nestas espécies.

5.3 Efeito da sacarose

As concentragdes de sacarose empregadas influenciaram a percentagem
de germinacio e a matéria seca total das plintulas formadas (p<0,05). O estudo
da regress3o polinomial para as duas variaveis revelou uma resposta quadratica
de ambas, em fung¢do da concentragio utilizada (figuras 2 e 3) .

Maiores percentagens de germinag¢do foram observadas quando foram
empregadas concentragdes de sacarose inferiores a 60 g.L™ (figura 4); em que
altos niveis de germinagdo foram conseguidos independente da concentragio de
sacarose acrescida ao meio. A partir da concentragio 30 g.L" percebeu-se uma
ligeira queda, ndo significativa, na percentagem de germinagdo, da ordem de
8,9%. Esta redugdo mostrou-se mais acentuada e significativa, da ordem de
aproximadamente 30%, quando a concentragdo de sacarose foi elevada de 45
para60 gL
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Figura 2: Valores percentuais médios de germinacdo in vitro de embrides de murici,
submetidos a diferentes concentragdes de sacarose no meio de cultura. UFLA.

Lavras, MG, 2001.
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Figura 3: Valores médios de matéria seca total de plintulas de murici, submetidas a
diferentes concentragdes de sacarose no meio de cultura. UFLA. Lavras, MG,

2001.
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Figura 4: Percentual médio de germinacio de embrides cultivados in vitro, utilizando-se
diferentes concentragdes de sacarose no meio de cultura. Médias seguidas
pela mesma letra nfo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scoott-
Kanott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2001.

Estes resultados revelaram que no murici, o processo de germinagdo
ocorre, possivelmente, devido as reservas nutricionais dos cotilédones,
independente do fomecimento externo de nutrientes, fato este concordante com
relatos de Melo (2000), para guarirobeira. Resultados semelhantes descritos por
Canis et al. (1987) demonstraram que o cultivo in vitro de embrides de oliveira
pode ser conseguido apenas com a utilizagdo de agar no meio de cultura. Os
menores percentuais de germinagdo foram observados quando se empregou a
concentragdo de 60 g L', provavelmente devido a uma redugiio consideravel do
potencial osmético do meio de cultura, em decorréncia do incremento na
concentragdo de sacarose, o que diminui consideravelmente a disponibilidade de
agua para o embrido, fundamental no inicio do processo de germinaco.

Em relagdo ao crescimento da plantula, tomando por base a matéria seca

total, observou-se um aumento desta varidvel, até a concentragdo de 30 gL de
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sacarose no meio de cultura, com incrementos de 80% e 70% na biomassa,
quando as concentragdes foram aumentadas de 0 para 15 gl'el15a30gL’,
respectivamente. A partir deste ponto, verificou-se decréscimos de 11,76% e
53,33% na matéria seca total, quando as concentragdes aumentaram de 30 para

45 g L' e 45 para 60 g L' (figura 5).
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Figura 5: Valores médios de matéria seca total de plantulas cultivadas in vifro, sob
diferentes concentragbes de sacarose no meio de cultura. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scoott-Knott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA. Lavras, MG,
2001.

Maiores valores de matéria seca total foram apresentados por pléntulas
cultivadas em meio MS, suplementado com sacarose nas concentragdes de30 e
45 gL, Observou-se ainda, que praticamente nio houve crescimento dos
embrides na auséncia de sacarose e que este foi limitado quando se empregaram
concentragdes de 15 e 60 gL' Resultados semelhantes foram obtidos por
Oliveira (2000) com plantulas de oliveira cultivadas in vitro, em meios com

diferentes concentragdes de sacarose. Segundo Hu & Ferreira (1990), a
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exigéncia em sacarose ¢ varidvel em fungdo do estidio de maturagio dc
" embrido, sendo que os imaturos exigem, normalmente, maiores concentragdes de
sacarose para seu crescimento. Pierik (1990) sugere que os embriGes maduros
sejam cultivados em meios contendo de 2 a 3% de sacarose. Para Hoffmann
(1999), a matéria seca é constituida, principalmente, de carboidratos insoliveis
presentes na parede celular (celulose, hemicelulose e lignina), sendo que 2 maior
disponibilidade de carboidratos facilmente assimildveis, como a sacarose,
permite aumento na sintese destes compostos.

5.4 Efeito dos niveis de sais do meio MS

Vernificou-se que a matéria seca total foi influenciada de forma
pronunciada pelas diferentes proporgdes de sais no meio MS, nio sendo
observado, porém, qualquer efeito na percentagem de germinagdo dos embrides
(p>0,05) (figuras 6 e 7).

A figura 6 mostra que altos percemtuais de germinagio foram
alcangados, independente dos niveis de sais presentes nos meios empregados.
Apesar do aumento observado na percentagem de germina¢io em meio
completo (100%) nio ser significativo estatisticamente, nota-se que, na prética, a
utilizacdo deste meio pode ser mais vantajosa para producdo de mudas desta
espécie em larga escala, pois favorece a germinag¢dio de 10% de embriGes a mais
que o meio com metade da concentracio dos sais.

Através da figura 7 verifica-se um acimulo linear de biomassa em
relagdo as plantulas formadas, relacionado apresenca de maiores concentragdes
de sais no meio. Oliveira (2001), sugere que o meio MS completo permite 3
planta uma maior eficiéncia na utilizagio da sacarose presente no meio de
cultivo, a qual, por sua vez, ctimiza a absor¢io dos minerais disponiveis.
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Figura 6: Valores percentuais médios de germinagdo de embrides cultivados in vitro,
sob diferentes concentragdes de sais no meio MS. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scoott-
Knott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2001.
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Figura 7: Valores médios de matéria seca total de plantulas de murici, submetidas a
diferentes proporcdes de sais no meio MS. UFLA. Lavras, MG, 2001.

O actimulo de biomassa pelas plantulas foi 79,61% superior em meio
MS completo, em relagdo aquele apresentado por plantulas cultivadas em meio
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com auséncia de sais (0%). Comparando-se o acimmlo de matéria seca entre o
diferentes niveis do meio MS, verifica-se que maiores incrementos de biomasss
foram observados entre os niveis O e 25%, responsavel por um aumento de
54,35% na biomassa total, enquanto que menores elevagdes puderam ser
verificadas entre os niveis 50% e 100%, sendo estas da ordem de 26,98% e
38,83%, respectivamente.

Os resultados indicam que as plintulas de murici sdo exigentes em
termos de nutrientes para o seu desenvolvimento e, um aumento na produgio de
biomassa, pode ser observado mesmo quando o tratamemto utilizado
disponibiliza baixas concentragdes de sais, desde que a concentragio de sacarose
no meio seja favoravel para absorgio dos mesmos. Em feijdo, Sacchi (1985)
observou que o embriio maduro exige apenas CO,, 0., sais minerais e luz para
continuar seu desenvolvimento. Isto indica que duramte o desenvolvimento
ocorrem mudangas progressivas na capacidade de biossintese no interior dos
tecidos até que a condigdo autotrofica seja comseguida pela planta. Para
Gardingo (1986), o desenvolvimento ¢ controlado tanto por fatores endégenos,
como por fatores exogenos.

Embora o murici seja uma espécie exigente em termos nutricionais,
varios trabalhos relatam que este comportamento varia de espécie para espécie.
Estudos realizados, a partir do cultivo in vitro de oliveira, mostraram efeitos
lineares significativos sobre a fitomassa das plantulas produzidas, em
decorréncia da variagdo na concentragio de sais do meio MS (Oliveira, 2001).
Por outro lado, Paiva (1998) relata que o desenvolvimento de plantulas de
estrelicia, obtidas a partir do cultivo de embrides in vitro, ndo foi influenciado
pelas diferentes condicSes do meio MS empregado (12,5 a 125% de sais), mas
sim pelos diferentes estidios de desenvolvimento dos embrides, quando
coletados.
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.S Aclimatizacfio das plantulas obtidas a partir do cultivo de embrides in

itro

Os estudos indicaram que 30 dias ap6s o inicio do processo de
climatizago, as plantulas de murici apresentavam o seu numero inicial de
olhas duplicado e sistema radicular desenvolvido. Aos 60 dias de aclimatizag&o,
)bservou-se que as folhas apresentavam-se brilhantes, recobertas por ceras
picuticulares e com o aparato fotossintético funcional, observagbes estas
oincidentes com a remogdo do tltimo sombrite (figura 8). Segundo Brassard
1996), estas caracteristicas sdo fundamentais para a sobrevivéncia da plantula
10 ambiente ex virro. O periodo de 15 dias, para que as plantas passem para uma
;ondi¢do autotrofica, também é sugerido por Ziv (1995).

A percentagem de sobrevivéncia das plantulas apds o transplantio para
is sacolas plasticas foi de 90% (figura 9). Segundo Pereira Pinto* (comunica¢do
»essoal), uma perda de até 4% durante o processo de aclimatagdo € considerada
ydmissivel. Percentagens de sobrevivéncia semelhantes também foram
sbservadas por Pattnaik et al. (1996), durante a aclimatizacdo de plantulas de
Worus acidosa e Morus australis. Em moreira (Maclura tinctoria), Gomes
1999) verificou uma percentagem de 97% de sobrevivéncia das plantulas e
Deshpande et al. (1998) obtiveram 100% de sobrevivéncia apds aclimatiza¢do

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

aclimatizagdo; B. 30 dias apés aclimatizagdo. UFLA. Lavras, MG, 2001.

Figura 9: Plantulas de murici em processo de aclimatizagio. A. 30 dias apés a
transferéncia para o substrato. B. 120 dias de idade, em casa de vegetagio.
UFLA. Lavras, MG, 2001.
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6 CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais em que este trabalho foi conduzido, pode-

se concluir que:
1. O armazenamento das sementes por 12 meses ndo afetou sua viabilidade.

2. A remogio do endocarpo esclerificado e do tegumento da semente sdo
procedimentos favoraveis e necessarios a propagagdo desta espécie.

3. O emprego de meio MS completo, suplementado com 30 gL' de sacarose
proporcionou elevado percentual germinativo dos embrides e plantulas com

maior acimulo de matéria seca.

4. A aclimatizagiio desta espécie ¢ possivel, a partir de plantulas com 6 a 8

semanas de idade e com 3 a 4 pares de folhas desenvolvidas.
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CAPITULO 3: TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS EM
MURICI (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.)

1 RESUMO

As respostas das plantas a0 ambiente podem ser avaliadas através d
estudos ecofisiologicos, que permitem compreender os mecanismos utilizado
pelas plantas para sobreviverem e reproduzirem em seu ambiente natural. Com
objetivo de investigar a influéncia das variagGes sazonais do ambiente fisico, na
trocas gasosas ¢ no estado hidrico foliar do murici, um experimento fk
conduzido em area de formagdo campestre, com fisionomia de Cerrado sens:
strictu, localizada no municipio de Hjaci, regifio sul do Estado de Minas Gerais
entre os meses de novembro de 2001 a setembro de 2002. Para as avaliagde
selecionaram-se seis plantas, com altura média de 2,70 + 0,21 m e didmetn
basal médio de 0,15 * 0,04 m. Foram avaliados, a uma freqiiéncia mensal, «
potencial hidrico foliar, as 7 e 12 horas e as trocas gasosas, as 10 e 12 horas. O
resultados mostraram que o potencial hidrico foliar situou-se entre —0,10 a —0,5!
MPa, pela manhi ¢ 0,88 a -1,50 MPa, ao meio dia, durante o period:
experimental. Ndo se observou variagdes sazonais significativas do potencia
hidrico, indicando que as plantas encontravam-se em condigdes hidrica
similares, nas estagdes seca e chuvosa. Em geral, os valores de fotossintes
liquida, transpiragdo e condutincia estomatica foram mais elevados entre o
meses de novembro de 2001 a margo de 2002, com redugdes significativas, :
partir de abril de 2002. As maiores taxas de fotossintese liquida e condutinci:
foram verificadas as 10 horas, com decréscimos nestes valores as 12 horas. A
transpiragdo ndo variou entre os horarios de avaliagio. As maiores taxa:
fotossintética e transpiratoria foram observadas na estagio chuvosa. 2
fotossintese liquida mostrou-se mais elevada pela manhi, nio se observando
entretanto, variagGes significativas na transpirago entre os horarios d
avaliagio. A condutdncia estomitica atingiu valores proximos em ambas a:
estagdes, sugerindo a participagdo de fatores ndo estomaticos nas variagdes
sazonais observadas para as trocas gasosas.

2 ABSTRACT

Gas exchange and water relations in murici (Byrsonima verbascifolia Rich.
ex A. Juss.)

The plant responses to the environment can be evaluated through
ecophysiological studies, which permit to understand the mechanisms used by
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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 of physical environment on gas exchange and on leaf water
state of murici. The used area was a praire, with a physionomy of Cerrado stricto
sensu, located in Ijaci, south of the State of Minas Gerais, from november, 2001
to september, 2002. For the evaluation, six plants were selected with an average
height of 2.70 + 0.21m and an average basal diameter of 0.15 + 0.04 m. Leaf
potential at 7 and 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 and —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 conditions in
both dry and rainy seasons. The general, the net photosynthesis, transpiration
and stomatal conductance were higher from november, 2001 to march, 2002,
with significant reductions starting in april, 2002. Higher 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
evaluating hours. Higher photosynthetic and transpiration rates were observed
during rainy season. The net photosynthesis showed higher in the moming,
although no significant variations of transpiration 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 INTRODUCAO

O ambiente fisico desempenha um papel consideravel no crescimento,
desenvolvimento ¢ na produtividade das plantas, promovendo alteragdes fisicas
e quimicas no metabolismo vegetal (Janas et al., 2000).

Abrams & Mostoller (1995) sugerem que as plantas exibem variagdes
ndio genéticas em sua morfologia e fisiologia, em resposta 3 variagdo ambiental.
Esse fenémeno, conhecido como plasticidade fenotipica é responsavel pelos
diferentes padrdes de crescimento e desenvolvimento das espécies que vivem em
diferentes ecossistemas.

O Cerrado brasileiro representa o segundo maior bioma do pais e

concentra sobre a sua superficie uma fonte inestimavel de recursos biologicos,
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pouco explorada e de elevado potencial econdmico, com um grande nimero d
espécies medicinais, frutiferas, omamentais e fornecedoras de madeira (Almeid
et al., 1998). Segundo Sarmiento (1984), as comunidades do Cerrado s3
complexas e caracterizam-se por uma grande diversidade de espécies arboreas
Entre os principais fatores que influenciam a estrutura da vegetagiio incluem-s
o fogo, os baixos niveis de nutrientes, alta temperatura e demanda evaporativa
a pronunciada sazonalidade de precipitagio (Pivello & Coutinho, 1992). Par,
Adamoli et al. (1986), as variagdes climaticas, caracterizadas principalment
pela distingdo entre uma estagio seca (abril a setembro) e outra chuvos:
(outubro a margo), representam a principal limitagio ambiental do Cerrado. Ha
geralmente, um verdo imido, com alta precipitacio, que coincide com alta:
irradiincias e ahtas temperaturas e um inverno seco, com baixa precipitagio ¢
menores temperaturas. Alvim & Alvim (1975) relatam que em ecossistema:
tropicais, o potencial intemo de agua parece ser um fator diretaments
relacionado com o ritmo de crescimento e, segundo os autores, o estresse hidricc
seria a causa primaria do crescimento vegetativo, sendo este um pré-requisitc
para a quebra da dorméncia dos brotos. Meinzer et al. (1999) consideram que ¢
padrdo de comportamento das espécies do Cerrado ndo esteja totalmente na
dependéncia dos fatores hidricos e, sim, de uma interagdo dos fatores
edafoclimaticos e das caracteristicas peculiares desta vegetagdo.

O murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.) destaca-se comc
uma espécie medicinal e frutifera, de ampla distribui¢iio no Cerrado brasileiro.
Popularmente, sua casca, rica em taninos, é muito utilizada como cicatrizante e
anti-inflamatéria, devido 4 sua elevada adstringéncia (Rodrigues & Carvalho,
2001). Levantamentos fitossociologicos, realizados por Almeida et al. (1998)
mostraram que esta espécie apresenta uma densidade regular, variando com a
fitofisionomia do Cerrado e da regifo. Apesar de sua importincia econdmica, ¢



ouco estudada, principalmente, em relagio ao seu comportamento diante de
ariagdes no ambiente fisico em que se desenvolve.

O monitoramento periddico das variagdes sazonais e diurnas do status
idrico e das trocas gasosas, particularmente da fotossintese e transpiragdo,
uando associadas a medigSes da condutincia estomatica e de variagOes de
aracteristicas ambientais e edaficas, pode servir como uma importante
erramenta para se compreender como uma determinada espécie ou genotipo
tiliza os recursos disponiveis do ambiente e de como as flutuag3es sazonais
lestes recursos afetam a produtividade primaria (Roberts et al., 1992). Segundo
Jogan et al. (1995) e Ishida et al. (1996), medicdes “in situ” das trocas gasosas €
le diferentes caracteristicas de clima e solo tém sido amplamente utilizadas
.omo ferramenta para avaliar, em nivel pontual, as respostas de produtividade
yrimaria de espécies florestais diante das variagdes diumnas e sazonais nas
.ondi¢des ambiente.

A inexisténcia de pesquisas sobre o comportamento do murici em seu
imbiente natural levou i presente investigagio, que teve como proposito
rincipal investigar a influéncia das variagSes sazonais do ambiente fisico, nas

rocas gasosas e nas relagdes hidricas desta espécie, em condig¢des naturais.

4 MATERIAL E METODOS

1.1 Condigdes experimentais

O estudo foi conduzido no periodo de novembro de 2001 a de setembro
de 2002, em area de formagdo campestre com fisionomia de Cerrado sensu
stricto, localizada no municipio 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). A temperatura média anual do ar dessa regido ¢ 19,4 °C e as médias
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anuais de temperatura do ar maxima e minima sdo, respectivamente, 26,1 °C ¢
14,8 °C, com precipitagdo anual de 1529,7 mm (Brasil, 1992). Segundo ¢
classificagdo de Kdppen, o clima da regido é do tipo Cwa, apresentando duas

estagdes bem definidas: seca, de abril a setembro e chuvosa, de outubro a margo.

Represa de
Camargos

SAOPALLO
222

RIO DEJANEIRO

Figura 1: Localizagdo geografica da drea experimental, onde o simbolo # representa o

municipio de ljaci (Adaptado de Rodrigues & Carvalho, 2001).
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A figura 2 apresenta os valores diarios de temperaturas maxima e
minima e precipitagdo, referentes ao periodo experimental, coletados na Estagdo
Climatolégica Principal de Lavras, situada a aproximadamente 10 Km da area

experimental.

1

Temperatura (°C)
o

-
o
1

L]
i

8 ¥ 8 8 &

s 8 8 o

Precipitagfio (mm)

8

M A M 4 J A S
Meses (2001-2002)

Figura 2: Valores didrios de temperaturas maxima (- ) ¢ minima (...) ¢ precipita¢do
diaria (mm), observados durante o periodo experimental. As datas
correspondentes 3s avaliagdes das caracteristicas biofisicas estdo indicadas
pelo asterisco (*). Fonte: Estago Climatologica Principal de Lavras. UFLA.

Lavras, MG, 2002.
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De maneira geral, o periodo experimental foi caracterizado P
condigGes de temperaturas maxima e minima acima das normais climatologic
para a regido (Brasil, 1992) (figura 3).
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EZE Precipitacdo (NC)

~8— Temperatura maxima

- O Temperatura méxima (NC)
~v— Temperatura minima
—2 - Temperatura minima (NC)

Figura 3: Valores mensais médios de temperaturas méxima e minima e precipitaci
mensal (mm), durante o periodo experimental (Fonte: Estagdo Climatolégic
Principal de Lavras) e normais climatologicas (NC) observadas de 1965-199(
UFLA. Lavras, MG, 2002.
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Com excecdo dos meses de dezembro/2001 e fevereiro de 2002, os
demais meses apresentaram-se mais quentes, com elevagdes médias de 1 a2 °C
na temperatura. Precipitagdes mais elevadas foram verificadas nos meses de
dezembro e fevereiro, sendo estas 26% e 48% superiores aquelas esperadas para
o periodo, enquanto que os meses de abril a setembro mostraram-se mais secos,
com baixos indices pluviométricos.

O solo da area foi classificado como Latossolo Vermelho Distrofico,
muito argiloso, relevo ondulado fase cerrado, segundo o Departamento de
Ciéncia do Solo/UFLA, para onde foi encaminhada também uma amostra para
analise, cujos resultados encontram-se descritos na tabela 2 (anexo B).

A espécie estudada foi o murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A.
Juss), pertencente a familia Malphigiaceae. Para as avaliagbes foram
selecionadas 6 plantas, com altura média 2,70 £ 0,21 me didmetro basal médio
de 0,15 + 0,04 m, medido a 5 cm do solo.

4.2 Caracteristicas avaliadas

4.2.1 Trocas Gasosas

As trocas gasosas foram avaliadas utilizando-se analizador portatil de
CO, infravermelho (IRGA), modelo ADC-LCA-4 (Hoddesdon, UK). Foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: fotossintese liquida (A), transpiragdo (E),
condutincia estomatica (g,), concentragdo de CO, intercelular (Ci), densidade de
fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA), temperatura da folha (Th e
da cubeta (T), umidade relativa (UR). A pattir dos dados de umidade relativa e
temperatura da cubeta, foram obtidos os valores do déficit de pressdo de vapor
da cubeta. As avaliagdes foram realizadas a uma freqiiéncia mensal, em dias
predominantemente claros, nos horérios de 10:00 e 12:00 horas (hora solar),
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aproximadamente, sempre em folhas completamente expandidas. Os doi
horarios foram escolhidos por serem representativos de periodos com diferente
demandas atmosféricas, o que permite eliminar possiveis efeitos limitantes dc
horario das 12:00 horas sobre os tratamentos.

4.2.2 Potencial Hidrico (y foliar)

A avaliagio do estado hidrico das plantas foi realizada através ds
medidas do potencial hidrico foliar as 7:00 e 12:00 h, respectivamente,
empregando-se bomba de pressdo (Soil Moisture — Modelo 3005), nas mesmas
datas das trocas gasosas. Cada repeticdo foi constituida de uma folha,
completamente expandida, por planta.

4.3 Delineamento experimental e anilises estatisticas

Para todas as avaliagdes, empregou-se delineamento experimental
inteiramente casualizado, constituido de 6 repeti¢des por tratamento (6 plantas),
utilizando-se uma folha por planta. As avaliagdes foram realizadas sempre em
folhas completamente expandidas, de ramos localizados no tergo médio e com a
mesma orientacdo solar, isto é, no sentido leste.

Os dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia, seguindo os
modelos mateméticos proprios para o delineamento inteiramente casualizado e
analisados estatisticamente, utilizando-se o Sistema de Analise de Varidncia para
Dados Balanceados (Ferreira, 2000). Para comparagio dos contrastes entre
médias dos tratamentos utilizou-se Teste de Scoott & Knott (1974), ao nivel de
5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 O Microclima

A densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA)
variou entre 266 a 1992 pmol.m™s”, independente dos horarios de avaliagdo
(figura 4 a e b). O déficit de pressdo de vapor (DPV) apresentou pequenas
oscilagdes pela manhi (10:00 horas), mas de maneira geral, situou-se em uma
faixa média de 2,0 kPa. Ao meio dia, as variagdes 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 estagdo chuvosa, em relagao aos
menores valores observados na estagio seca. A temperatura da folha mostrou-se
mais elevada ao meio dia (p<0,05), situando-se em uma faixa de 27,0 a2 44,0 °C,
com um aumento médio de aproximadamente 5 °C, em relagdo ao periodo da
manh3 (figura 4 c).

Na figura 5 estdo apresentados os valores de densidade de fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos, déficit de pressdo de vapor e temperatura da
folha, correspondentes as médias para as estagdes chuvosa e seca, observadas as
10 e 12 horas, durante o periodo experimental. Verifica-se que os maiores
valores de DFFFA, DPV e temperatura da folha ocorreram na estacdo chuvosa,
sendo estes 51%, 38% e 19% superiores aqueles da estacdo seca,
respectivamente. Aumentos no DPV e na temperatura foliar foram observados
ao meio dia (p<0,05), em ambas as estagbes, enquanto que a DFFFA ndo
apresentou variagdes significativas entre os horarios de avaliagdo, possivelmente
devido s caracteristicas dos estratos arboreos que compdem a area em estudo,

tornando-a mais sombreada.
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Figura 4: Densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA), déficit de
pressdo de vapor (DPV) e temperatura foliar durante o periodo experimental.
A. DFFFA (@) ¢ DPV (O) as 10:00 h; B. DFFFA (@) e DPV (O) as 12:00 h;
C. Temperatura foliar as 10:00 (M) e 12:00 h (O). Cada barra representa a
média * o erro padrdo de 6 observagdes. UFLA. Lavras, MG, 2002.
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Figura 5: Valores médios da DFFFA, DPV e temperatura da folha nas estagdes seca (H)
e chuvosa (O), as 10:00 e 12:00 h. Cada barra representa a média £ o erro
padrdo de 6 observagdes. UFLA. Lavras, MG, 2002.



5.2 Potencial hidrico foliar

A figura 6 apresenta os valores do potencial hidrico foliar das plantas d
murici, 3 7:00 h e 12:00h, durante o periodo experimental. Observa-se :
ocorréncia de variagdes mensais significativas, em ambos horarios de avaliagio
situando-se em uma faixa de -0,10 a -0,55 MPa para o periodo da manh3 e -0, 8¢
a -1,50 MPa, ao meio dia.
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Figura 6: Potencial hidrico foliar (y.) ds 7:00 e as 12:00 h, referentes ao periodo
experimental. Cada bama representa a média + o erro padrio de 6
observagdes. UFLA. Lavras, MG, 2002.
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As 7:00 horas, o potencial hidrico variou em tomo de um valor médio
de -0,26 MPa e maiores valores foram observados no més de abril, acentuando-
se nos trés meses subsequentes, o que coincidiu com o periodo de seca,
permanecendo em torno de -0,10 MPa. Estes aumentos foram acompanhados por
redu¢des no déficit de pressdo de vapor, associados as menores temperaturas
verificadas neste horario (figuras 2 e 5). As elevagdes observadas no potencial
hidrico foliar, nos meses de novembro de 2001 e fevereiro de 2002, pela manha,
estio associadas s chuvas ocasionais ocorridas em dias imediatamente
anteriores as avaliagdes, como pode ser observado na figura 2. Em geral, ao
meio dia, observaram-se valores significativamente menores de potencial hidrico
foliar, em relagdo aqueles observados as 7 horas. Em alguns casos, como nos
meses de novembro de 2001 e abril, junho e julho de 2002, estas redugdes
chegaram a 90%, em média, sendo mais acentuadas em periodos de maior
demanda evaporativa da atmosfera e menor disponibilidade de agua no solo.

A figura 7 mostra os resultados obtidos para o potencial hidrico foliar
referentes 3 média das estagdes seca e chuvosa, durante o periodo experimental.
A anilise dos resultados mostrou que os valores de potencial hidrico ndo
variaram significativamente entre as estagdes, indicando que as plantas se
encontravam em condigdes hidricas similares. Estes resultados refletem a alta
disponibilidade hidrica das camadas mais profundas do solo e reforcam as
observagdes de Goodland & Ferri (1979), Medina & Francisco (1994) e Franco
(1998), de que os solos sob Cerrado conservam-se, em geral, umidos durante
todo o ano, mesmo nos periodos de seca mais intensa. Segundo Matos et al.
(1997), em geral, as arvores e arbustos do Cerrado apresentam potencial hidrico
20 amanhecer entre -0,1 e -0,3 MPa, na estagdo chuvosa e -0,3 e -0,8 MPa, na
estaclio seca e potencial hidrico minimo ao meio dia, geralmente alcangando
valores de -1,0 a -3,0 MPa, na estagdo chuvosa ¢ -2,0 a -4,0 MPa, na estagdo

seca.
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Figura 7: Valores médios do potencial hidrico foliar (y.;) nas estagdes seca (M) «
chuvosa (O), as 7:00 e 12:00 h. Cada barra representa a média + o ern
padrdo de 6 observagoes. UFLA. Lavras, MG, 2002.

Embora ndo tenham sido detectadas diferengas significativas no estadc
hidrico das plantas, determinado através do potencial hidrico foliar, entre a:
estagdes seca e chuvosa, nota-se através da figura 6, que os maiores valores de
potencial hidrico foram alcan¢ados nos meses de maio, junho e julho, meses
estes tipicos da estagdo seca. Estes resultados mostraram uma coincidénciz
relevante com o periodo de senescéncia e abscisdo foliar das plantas e estiic
associados, possivelmente, a uma redugio no nimero de folhas e ao fato das
plantas em estudo habitarem areas mais sombreadas, fatores estes limitantes dc
consumo de agua pelas plantas. A redugio na atividade metabolica no periodo
seco, associada 2 baixa temperatura pode representar uma estratégia de
adaptagiio desenvolvida pela espécie em estudo, a uma baixa disponibilidade
hidrica, comum nesta época do ano. Damesin & Rambal (1995), em estudos
realizados com Quercus pubecens relatam que a senescéncia foliar induzida pela
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seca pode ser um mecanismo de adaptagfo e indica uma estratégia de escape a
esta condi¢do ambiental.

Os resultados apontam o envolvimento de um complexo padrdo de
exploragio de dgua, presentes nas camadas mais profundas do solo, durante a
estagio seca, o que, segundo Abdalla et al. (1998) é uma caracteristica tipica de
muitas espécies lenhosas do Cerrado. A presenga de raizes profundas possibilita
a absorgio de gua em quantidade suficiente, para balancear a perda durante a
transpiragdo na estagdo seca, mantendo o potencial hidrico foliar relativamente
alto neste periodo.

5.3 Trocas gasosas

A figura 8 ilustra o comportamento das plantas em relagdo a
fotossintese liquida, transpiragdo e condutdncia estomatica, observados as 10
horas e ao meio dia, durante o periodo experimental. Em geral, os valores de
fotossintese liquida, transpiragdo e condutincia estomatica foram mais elevados
entre os meses de novembro de 2001 a margo de 2002, observando-se, a partir
do més de abril, redugdes médias de aproximadamente 46% para as trocas
gasosas e 20% para a condutincia estomitica, pela manhi e ao meio dia,
mostrando uma delimitagio nitida de respostas das plantas, em relagdo as
estages chuvosa e seca, respectivamente. Estes decréscimos apresentaram-se
como uma caracteristica marcante do periodo experimental e estdo associados a0
efeito das condigdes microcliméticas do periodo sobre a conduténcia estomatica.
Pela manhi, as redugdes podem ser atribuidas a uma diminui¢do na DFFFA e ao
meio dia, a uma elevagio no DPV e na temperatura da folha, conforme pode ser
observado pelos resultados apresentados na figura 4.
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Figura 8: Fotossintese (A), Transpiracdo (E) e Condutiincia Estomaitica (g,) medidas &
10:00 € 12:00 h, durante o periodo experimental. Cada barra representa
média + o erro padrdo de 6 observagdes. UFLA. Lavras, MG, 2002.

As maiores taxas fotossintéticas e valores mais elevados de condutinciz
estomatica foram verificados ds 10 horas (p<0,05), com oscila¢des na faixa de

1,44 2 9,88 pmol.m>s™ e 0,01 a 0,16 mol.m™.s”, respectivamente. Ao meio dia
as variages na conduténcia foram menos acentuadas, permanecendo em tome
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je 0,05 mol.m™s" e decréscimos médios de 27 % na fotossintese liguida e 46%
1a condutincia estomitica foram observados, em relagdo ao horario das 10
horas. A transpiragio situou-se em uma faixa de 0,56 a 3,66 molm™s’ no
periodo da manhi e 0,51 a 3,30 mol.m®s" ao meio dia, nio apresentando
diferencas significativas em relagio aos horarios de avaliagio. Os valores de
fotossintese liquida verificados para o murici, no periodo chuvoso, mostraram-se
proximos aqueles relatados para outras espécies lenhosas do Cerrado, como
Qualea parviflora, Dalbergia miscolobium e Pterodon pubescens, com valores
de fotossintese liquida da ordem de 12,5, 8,0 € 6,0 pmol.m?.s”, respectivamente
(Bustamante et al., 1996).

A relagio entre a fotossintese liquida, transpiracdo e contutancia
estomatica estio representadas na figura 9. Em geral, a fotossintese liquida e a
transpiragio acompanharam as variagdes na condutincia estomatica, com uma
resposta mais direta da transpiragdo, sugerindo uma modulagdo das trocas
gasosas por fatores estométicos, ao longo do periodo experimental.

O particionamento das varidncias da fotossintese liquida e da
transpiragdo, através de estudos de regressio, em relagio a condutancia
estomatica, mostrou que 58% da varidncia da taxa assimilatoria (r=0,76) e 59%
da variancia da transpiragio (r= 0,77) estiveram na dependéncia do movimento
estomatico, indicando uma resposta das trocas gasosas a estes fatores (figura
10). Segundo Jones (1998), entretanto, a anilise do papel dos estomatos no
controle das trocas gasosas ¢ complexo, devido a existéncia de varios pontos de
“foedback”, em que as proprias alterages nos padroes de assimilagdo e
transpiragdo, resultantes de mudangas na condutincia estomatica, podem, por
sua vez, afetar o movimento estomatico.
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Figura 9: Relagio entre a fotossintese liquida (A), transpiracio (E) e condutincia
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Liquida as 10 h; B. Fotossintese Liquida s 12 h; C. Transpiragio as 10 h;
D. Transpiragdo as 12 h UFLA:Lavras, MG, 2002.
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B. Transpiragdo. Valores médios. UFLA:Lavras, MG, 2002.

Analisando-se as figuras 4 e 8 verifica-se que a resposta estomatica, em
ambos os horarios de avaliagdo pode ser atribuida, principalmente, a variagdes
significativas no DPV, visto que a DFFFA atingiu valores proximos, as 10 e 12
horas, provavelmente pelo fato do murici ser uma espécie de subbosque. De
acordo com Grantz (1990), o incremento no déficit de pressdo de vapor pode
induzir o fechamento estomatico, reduzindo subseqiientemente a condutincia
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estomatica. Segundo Liao & Weng (2002), varios fatores afetam o moviment
estomatico. Além da disponibilidade hidrica do solo, o movimento estomatic
pode ser diretamente influenciado por condigdes ambientais como a radiacd
solar, déficit de pressdo de vapor, concentragdo intema e externa de CO,
temperatura do ar. Além destes, determinados aspectos xeromorficos das folhas
peculiares da maioria das espécies lenhosas do Cerrado, como a presenca d
intensa pilosidade, cuticula espessa e estdmatos em depressdes, podem interferi
em determinadas respostas estomaticas e, consequentemente, nas trocas gasosa
(Prado & Moraes, 1997).

Os resultados médios sazonais para a fotossintese liquida, transpiragio
condutancia estomatica, observados as 10 e 12 horas, estio apresentados ne
figura 11. As maiores taxas de fotossintese liquida e transpiragio foran
verificadas na estagdo chuvosa (p<0,05), sendo estas 47% e 45% superiores
respectivamente, aquelas observadas na estagdo seca. A fotossintese liquid:
mostrou-se mais elevada no periodo da manhi, apresentando ao meio dia, um
decréscimo de 27% em seus valores, associado ao fechamento estomatico
ocasionado por uma maior demanda atmosférica do horario, conforme pode se
verificado nas figuras 5 e 11. Nao foram observadas variagdes significativas nas
taxa transpiratoria entre os horarios de avaliagdo, entretanto, através da figura 8
nota-se que as plantas apresentaram uma Testrigdo em Seu Processo
transpiratorio, no inicio do periodo seco. Este comportamento assemelha-se
aquele relatado por Franco (2000) para espécies lenhosas de Cerrado, quando
estudos apontam que muitas espécies transpiram livremente durante o ano,
algumas restringem sua transpiragio somente no final da estagio seca e poucas

restringem sua transpiracao a partir do inicio da estacio seca.
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A anilise do comportamento estomatico nas estagdes chuvosa e sec
revelou que a condutincia estomatica atingiu valores proximos em ambas a
estagdes (p>0,05), indicando que o movimento estomatico nio respondeu a
variagdes das condigbes microclimaticas do periodo. Estes resultados sugerem :
participacio de outros fatores, ndo estométicos, nas variagdes sazonai:
observadas para as trocas gasosas. Alguns estudos revelam que fatores com
radiacdo, temperatura e déficit de pressio de vapor, além da redugio n:
concentragao e atividade da enzima rubisco, fotoinibi¢io e redugio na eficiénci:
fotoquimica do fotossistema II, exercem um controle importante sobre as trocas
gasosas, e, principalmente, sobre a fotossintese (Chaves e Rodrigues, 1987,
Patakas, 1993; Souza, 1999).

Segundo Ninemets (2002), em muitas espécies, apenas a condutinciz
estomatica nio pode explicar as variagdes percebidas no comportamentc
fotossintético. Mudancas nos padrdes fotossintéticos podem ser ocasionadas
tanto por fatores estomaticos, quanto por fatores do ambiente fisico comc
DFFFA, temperatura e umidade do ar. Entretanto, a sensibilidade e o padrio de
resposta estio condicionados a espécie em particular (Damesin & Rambal, 1995,
Flexas et al., 2001). De acordo com Matos et al. (1997), varios estudos com
plantas lenhosas adultas do Cerrado sensu stricto tém mostrado a auséncia de
um controle pronunciado das trocas gasosas, pela condutincia estomatica,
durante a estagdo seca.

Observacdes de campo mostraram que o murici apresentou um padric
de desenvolvimento, dentro daquele descrito por Sarmiento & Monastério
(1983), para outras espécies do Cerrado. Os processos de alta demanda
energética como o florescimento, a frutificacio ¢ a produgio de sementes
ocorreram durante a estagio chuvosa, coincidindo com o periodo de maior
atividade assimilatoria nestas plantas. O periodo vegetativo iniciou-se em
meados do més de abril, estendendo-se até setembro, com a queda total das



folhas, meses estes tipicos da época seca. Decréscimos na atividade
fotossintética foram observados neste periodo, juntamente com os primeiros
sinais de senescéncia foliar, manifestando-se através de um leve amarelecimento
foliar, acentuando-se nos meses seguintes e culminando com a abscisdo foliar
(figura 1, anexo A). Segundo Damesin & Rambal (1995), a ocorréncia de altas
taxas de assimilacio fotossintética, antes da disfuncdo foliar induzida pelo
déficit hidrico é um mecanismo importante e que garante a sobrevivéncia das

6 CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais em que este trabalho foi conduzido, pode-

se concluir que:

1. O potencial hidrico foliar nio apresentou variagSes sazonais significativas,
indicando que as plantas de murici encontravam-se em condi¢es hidricas
similares nas esta¢des seca e chuvosa.

2. Os maiores valores de potencial hidrico, antes do amanhecer, apresentados
nos meses de maio, junho e julho, associados & senescéncia foliar observada
neste periodo, sdo indicativos de uma estratégia de adaptacéo desenvolvida
pelo murici, a baixa disponibilidade hidrica do solo, comum nesta época do

ano.

3. As plantas apresentaram maiores taxas fotossintética e transpiratéria na
estagio chuvosa, entretanto, a condutincia estomatica atingiu valores
préximos em ambas as estagdes, sugerindo a participagdo de fatores ndo
estomaticos nas variagdes sazonais observadas para as trocas gasosas.
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CAPITULO IV: AVALIACAQO SAZONAL DA ATIVIDADE DA
FENILALANINA AMONIA-LIASE E DOS TEORES DE FENOIS E
TANINOS TOTAIS NO MURICI (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.

1 RESUMO

Vanagdes sazonais do ambiente fisico, caracteristicas das estagles sec
¢ chuvosa influenciam diretamente o crescimento, desenvolvimento
produtividade vegetal, por promoverem alteragdes fisiologicas e bioquimicas n
metabolismo das plantas. A disponibilidade de recursos pode ocasiona
flutuacdes nos niveis de metabdlitos secundirios vegetais e efeitos regulatorio
na atividade de enzimas chaves da rota biossintética destes compostos. Com «
objetivo de avaliar a influéncia das condigdes do ambiente fisico, na atividade d:
enzima fenilalanina aménia-liase e nos teores de fenéis e taninos totais, durant
as estagdes seca e chuvosa, em plantas de murici desenvolvidas em condigde
naturais, um estudo foi conduzido em &rea de formagdo campestre con
fisionomia de Cerrado sensu stricto, localizada no municipio de Ijaci, MG, entr
os meses de novembro de 2001 e setembro de 2002. Durante o periods
experimental, folhas e cascas de plantas previamente selecionadas foran
coletadas a uma freqiiéncia mensal e analisadas em relag3o aatividade da enzim:
fenilalanina amonia-liase e teores de fendis e taninos totais, respectivamente
empregando-se metodologias usuais. O delineamento empregado foi em bloco:
casualizados, constituido de 3 blocos, com 11 individuos cada. Os resultados
obtidos revelaram que durante o periodo experimental a atividade da fenilalaninz
aménia-liase apresentou-se dentro de uma ampla faixa de variagdo (13,0 a 35,5
umol de ac. cindmicoh™g" de MF), os teores de fenéis totais permaneceran
praticamente constantes, em tomo de 27,5% e variagles significativas foram
observadas em relagdo aos conteiidos médios de taninos totais que se situaram
entre 6 a 13%, aproximadamente. VariagSes sazonais significativas na atividade
enzimitica ¢ nos teores de taninos totais foram observados, sendo os
incrementos na atividade enzimatica e os declinios nos teores de taninos totais
caracteristicos da estagio seca. Os niveis de fendis totais nio variaram
significativamente entre as estagdes seca e chuvosa. Os teores de taninos totais
acompanharam as respostas fotossintéticas das plantas, enquanto que 3 gtividade
enzimética mostrou-se mais influenciada pelas condigdes ambientais.
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2 ABSTRACT

Seasonal evaluation of phenylalanine ammeonia-lyase activity and total
phenolic and tannin contents of murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A.
Juss.)

Seasonal variations of physical environment, a characteristic of both 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 levels of plant secondary
metabolite and regulatory effects on the activity of key enzymes of their
biosynthetic pathway. An experiment study was conducted with the objective to
svaluate the influence of physical environment conditions on the phenylalanine
ammonia-lyase activity and on the total phenolic and tannin contents during dry
and rainy pericd in murici plants developed in natural conditions. The study was
performed in a praire area, with a physionomy of stricto sensu Cerrado, located
in Tjaci, 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 and total phenolic and tannin contents. A complete block design,
composed by of 3 plots, with 11 individuals each was used. The results revealed
that during the experimental period the phenylalanine ammonia-lyase activity
presented a wide range of variation (13.0 to 35.5 umol cinnamic acid. h. g FW).
The total phenolic content remained stable, around 27%. Significant variations
(approximately 6-13%) were observed in relation to the average content of total
tannin. It was also observed significant seasonal variations on enzyme activity
and total tannins contents. The increase of the enzyme activity and decrease of
the total tannins contents were characteristic of the dry season. The levels of
total phenolics had no vary significant variation during the dry and rainy
seasons, while the total tannin contents followed the photosynthetic response of
plants, the enzyme activity was much more influenced by environmental

3 INTRODUCAO

Ao longo de seu biociclo, as plantas sintetizam uma grande variedade de
metabélitos secundarios, para os quais muitas fun¢es ecologicas, fisiologicas e
curativas tém sido atribuidas (Kouki & Manetas, 2002). Segundo Harbomne
(1999) e Santiago et al. (2000), os compostos fendlicos destacam-se como um
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grupo de substincias quimicas arométicas, amplamente distribuidos no rein
vegetal e com uma grande diversidade de papéis bioldgicos, atuando com
compostos de defesa de plantas contra herbivoros e patogenos (taninos), suport
mecénico (lignina), na atragdo de agentes polinizadores e dispersores de frutos
sementes (antocianina e flavondis), absorgio de radiagio U.V
(furanocumarinas), ou interferindo no crescimento, por competi¢io com outra
plantas (fendis simples e proantocianidinas). Além de sua importincia biologics
muitos fendlicos vegetais como taninos, flavondides e cumarinas tdm sid
empregados em fitoterapia, devido ao seu elevado potencial medicinal.

Os taninos sdo substincias polifendlicas, de alto peso molecular e sabo
adstringente, que se encontram dissolvidos no interior dos vactiolos vegetai
(Parra Pozo, 1997; Santiago et al., 2000). Além de sua larga utilizacdo na:
industrias de curtume (Santos et al., 2000), tradicionalmente sdo tambén
utilizados na medicina popular, como antidotos contra intoxicagdes po
alcaléides, no tratamento de queimaduras e em infecgdes intestinais, devido :
sua agdo adstringente (Haslam, 1996). De acordo com De Bruyne (1999), ot
taninos, assim como os demais compostos fendlicos, derivam-se de um
intermedidrio biossintético comum, a fenilalanina, ou de seu precursor, o acidc
shiquimico, sintetizados através da Rota do Shiquimato.

A fenilalanina aménia-liase destaca-se como uma enzima chave e
regulatéria da rota de biossintese dos fenilpropandides e seus derivados,
catalisando a transformagdo, por desaminagio, do aminoacido L-fenilalanina,
em 4cido trans-cindmico, sendo este o primeiro passo para a biossintese dos
fendlicos vegetais (Solecka & Kacperscka, 1995; Benkeblia, 2000, Cheng et al.,
2001).

Do ponto de vista fisiolégico, os taninos sdo considerados metabélitos
secundarios, originados diretamente do metabolismo do carbono (Koricheva et
al.,, 1998; Heyworth et al., 1998). Nas plantas, a alocagiio de carbono para a
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sintese de metabélitos secundarios é determinada tanto pela disponibilidade de
recursos edafoclimaticos (agua, nutrientes, luz, concentragio de CO), como por
estresses especificos (seca, poluentes atmosféricos, radiagdo ultra-violeta,
temperatura) (Koricheva et al., 1998; Lavola, 1998; Kouki & Manetas, 2002).
Devido a estreita inter-relagio do metabolismo primario, com as rotas de
biossintese dos metabolitos secundarios, varios fatores que afetam o
crescimento, fotossintese e outros aspectos do metabolismo primario, também
causam efeitos no metabolismo secundario (Lavola et al., 2000). Contudo,
segundo Lavola (1998), deve-se considerar que quando associados, estes fatores
podem afetar diferentemente os padrdes morfoldgicos e bioquimicos das plantas.

De acordo com Kouki & Manetas (2002), a disponibilidade de recursos
pode ocasionar flutuacdes nos niveis de compostos fendlicos vegetais, além de
promoverem efeitos regulatorios na atividade de enzimas chaves da rota
biossintética destes metabolitos. Janas et al. (2000) ressaltam que a atividade da
fenilalanina aménia-liase e o acimulo de fendlicos ocorrem como conseqiiéncia
de varios estresses. Entre eles, citam-se os estresses biéticos, como infec¢do por
microorganismos, ataque de insetos e herbivoros (Rivero et al., 2001) e estresses
abiéticos como temperatura (Solecka et al., 1999; Janas et al., 2000), luz
(Lavola et al., 2000), disponibilidade de agua (Chakraborty et al., 2001),
ferimentos (Saltviet, 2000) e niveis de CO, atmosférico (Hartley et al., 2000,
Assis et al., 2001). Solecka & Kacperska (1995) relatam que estes estresses
podem modificar tanto a sintese da enzima, como a sua atividade, em uma ampla
variedade de plantas.

Atualmente, varias pesquisas cientificas relacionadas as plantas
medicinais, ou com potencial medicinal, tém sido direcionadas, no somente em
relagio aos aspectos farmacolégico e quimico, mas também em relacdo aos
aspectos fitotécnicos do crescimento, desenvolvimento e produgdo (Castro,
1999). O conhecimento do comportamento destas espécies, em relagdo as



condi¢3es impostas pelo ambiente fisico e dos possiveis efeitos destas condigd
nos teores de seus principios ativos ¢ de fundamental importincia para
utilizacdo sustentavel desta inestimavel fonte de recursos naturais.

A exploragdo indiscriminada de recursos vegetais tem contribuido para
extincdo de varias espécies utilizadas tradicionalmente na medicina popular. .
EMBRAPA, através do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN
vem desenvolvendo trabalhos de levantamento de espécies medicinais d
Cerrado, as quais estdo sendo selecionadas para a inclusdo na lista de espécic
prioritarias para conservagio (Almeida et al, 1998). Entre estas espécie
encontra-se a Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss., conhecida comument
como munci, uma espécie medicinal e frutifera de ampla distribui¢io n
Cerrado brasileiro. O murici é utilizado popularmente devido is sug
propriedades adstringentes, atribuidas ao tanino, preseate em altas concentragde
na casca desta planta.

Devido a existéncia de poucas informagdes relacionadas 2 agdo d
fatores ambientais, na sintese de metabdlitos secundarios com atividad
terapéutica, propds-se esta investigacio, que teve como objetivo principz
verificar a influéncia sazonal de fatores do ambiente fisico, na atividade d:
enzima fenilalanina aménia-liase e nos teores de fendis e taninos totais en
plantas de murici, desenvolvidas em condi¢des naturais.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Consideragdes gerais: época, localizagiio e condigdes experimentais
O estudo foi conduzido no periodo de novembro de 2601 a setembro d

2002, em area de formagio campestre com fisionomia de Cerrado sensu stricto,
localizada no municipio de ljaci, situado ao sul do estado de Minas Gerais, a 91§
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BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

m de altitude, 21°14°S de latitude e longitude 44,9° 00° W GRW. A temperatura
média anual do ar dessa regifo é 19,4 °C e as médias anuais de temperatura do ar
méxima e minima sdo, respectivamente, 26,1 °C & 14,8 °C, com precipitacdo
anual de 1529,7 mm (Brasil, 1992). Segundo a classificagiio de Koppen, o clima
da regido é do tipo Cwa, apresentando duas estagdes bem definidas: seca, de
abril a setembro e chuvosa, de outubro a margo.

A figura 1 apresenta os valores didrios de horas de insolagdo,
temperaturas maxima, média e minima e precipitacdo, referentes ao periodo
experimental, coletados na Estagdio Climatolégica Principal de Lavras, situada a
aproximadamente 10 Km da area experimental. De maneira geral, o periodo
experimental caracterizou-se por condi¢des de temperaturas maxima e minima
acima das normais climatolégicas para a regido (Brasil, 1992), como mostrado
no capitulo anterior. A temperatura média variou de 14,6 °C a 24,6 °C, enquanto
que a isolagfio oscilou entre 0 a 12,2 horas.

O solo da area foi classificado como Latossolo Vermelho Distréfico,
muito argiloso, relevo ondulado fase cerrado, segundo o Departamento de
Ciéncia do Solo/UFLA, para onde foi encaminhada também uma amostra para
analise, cujos resultados encontram-se descritos na tabela 2 (anexo B).

A espécie estudada foi o murici (Byrsonima verbascifolia Rich. ex A.
Juss), pertencente 4 familia Malphigiaceae. Para as avalia¢Ses selecionaram-se
plantas recém brotadas, com altura média 2,90+ 0,27 m e didmetro basal médio
de 0,17+ 0,051 m, medido a 5 cm do solo.

Para as avaliagdes bioquimicas, empregaram-se folhas completamente
expandidas, retiradas de ramos localizados nos tergos inferior, médio e superior
das plantas e, para as avaliagdes fitoquimicas, coletou-se fragmentos de cascas
do tronco, removidos a uma altura de aproximadamente 50 cm do solo, com
auxilio de uma faca. Imediatamente apds a coleta, o material vegetal foi
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acondicionado em papel aluminio, etiquetado e armazenado em nitrogénio
liquido. Posteriormente, as folhas foram transferidas para Freezer Forma
Scientific (model 925), a — 86 °C, até o momento de serem utilizadas. As cascas
foram liofilizadas, utilizando-se liofilizador Labconco, modelo Freezone 6 e a
seguir, trituradas em micro-moinho e armazenadas em frascos fechados e
protegidos da luz.

As coletas foram realizadas nos mesmos dias das avaliagoes das trocas
gasosas e potencial hidrico foliar, pela manhi, a uma freqiiéncia mensal, em dias
predominantemente claros das estagdes seca e chuvosa (figura 1).

4.2 Caracteristicas avaliadas e reagentes utilizados

Foram avaliadas caracteristicas bioquimicas e fitoquimicas em plantas ja
estabelecidas na area em estudo.

A L-fenilalanina utilizada como substrato, o B-mercaptoetanol, o acido
etilenodiamino tetracético (EDTA), o polivinil polipirrolidona (PVPP), a
agarose e o acido tinico empregado como padrio foram obtidos da Sigma
Chemical CO., St. Louis, MO. As demais substancias quimicas utilizadas
apresentavam o maior grau de pureza disponivel. A gua empregada no preparo
de todas as solugdes foi previamente destilada e deionizada.

4.2.1 Caracteristicas bioquimicas

O estudo bioquimico foi baseado na avaliagdo sazonal da atividade da
enzima fenilalanina aménia-liase. O procedimento descrito por Assis et al.
(2001), com algumas modificagdes foi utilizado para extragdo e determinacio da
atividade enzimatica.
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Folhas congeladas (5 g) foram pulverizadas com nitrogénio liquido
homogeneizadas com 20 mL de acetona 80% congelada. A seguir,
homogenato foi transferido para um freezer (-2 °C), por 15 minutos
posteriormente centrifugado a 20.000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadan
foi desprezado e o pellet foi seco, por 20 minutos, a vacuo. O extrato protéic
foi obtido homogeneizando-se suavemente 0,5 g do pellet seco, em 9,7 mL ¢
uma solugdo tampéo de borato de sédio 0,1 M, pH= 8,8, contendo 5 mM de |
mercaptoetanol, 2 mM de EDTA e 4% (p/v) de PVPP, a4 °C. Depoisde 1 h,
homogenato foi centrifugado a 27.000 g, por 30 minutos, a 4 °C. A mistura ¢
reagdo foi constituida por 0,5 mL de L-fenilalanina 30 uM, 30 mM de tamp3
borato de sodio pH= 8,8 e 0,5 mL de extrato protéico cru, num volume total de
mL. O substrato foi adicionado apés 10 minutos de pré-incubagdo e a reagdio f
interrompida com 0,1 mL de HCl 6 N. A atividade da fenilalanina aménia-lias
foi determinada pela produ¢io de cinamato, apés 90 minutos, a 30 °C, so
agitac3o continua, medida pela variagdo da absorbancia a 290 nm A atividade d
enzima foi determinada em pmol de acido cindmicoh™ g” de folha fresca. A
analises foram realizadas em triplicata.

4.2.2 Caracteristicas fitoquimicas

O estudo fitoquimico foi baseado na determinacio dos teores de fenéi
e de taninos totais nas cascas da planta em estudo.

a) Fendis Totais

Aproximadamente 500 mg de casca liofilizada e triturada foi extraid:
cinco vezes com 5 mL de uma mistura de metanol: dgua (1:1), sob refluxo. C
volume final foi completado para 25 mL.

102



Uma aliquota de 100 pL do extrato foi utilizada para a determinacdo dos
teores de fendis totais, através do método de Folin-Dennis, segundo as normas
da AOAC (1970). As determinagdes foram feitas em triplicata e o resultado foi

expresso em percentagem de acido tanico, por g de casca seca

b) Tanines Totais

A determinacio dos teores de taninos totais foi realizada através do
“Método de Difusio Radial”, segundo Hagerman (1987).

Um volume de 5 mL do extrato, previamente preparado para a
determinagdo dos fendis totais foi concentrado a 37 °C e posteriormente
retomado com 0,5 mL de uma mistura de metanol:agua (1:1). Uma aliquota de
15 pL foi utilizada para a determinag#o. Todas as determinagSes foram feitas em
triplicata. O resultado foi expresso em percentagem de tanino, por g de casca

seca.
4.3 Delineamento experimental e anilises estatisticas

O delineamento experimental empregado para os estudos bioquimicos e
fitoquimicos foi em blocos casualizados, sendo a area experimental dividida em
3 blocos, com 11 individuos (11 plantas) cada. Para minimizar possiveis
interferéncias provocadas por variagdes edaficas, a coleta das cascas e folhas foi
realizada em um individuo por bloco.

Os resultados obtidos foram submetidos 3 analise de varidncia, seguindo
os modelos mateméticos proprios para o delineamento em blocos casualizados e
analisados estatisticamente, utilizando-se o Sistema de Analise de Varidncia para
Dados Balanceados (Ferreira, 2000). Para comparacdo dos contrastes entre
médias dos tratamentos utilizou-se Teste de Scoott & Knott (1974), ao nivel de
5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 2 encontram-se representados os resultados da atividade d
enzima fenilalanina aménia-liase e dos teores de fendis e taninos totais durante
periodo experimental. Conforme pode-se observar, a atividade da fenilalanin
aménia-liase apresentou-se dentro de uma ampla faixa de variagio, situando-s
entre 13,0 e 35,5 pmol de acido cindmicoh™.g™" de matéria fresca (p<0,05). No
meses de dezembro de 2001 a maio de 2002, a atividade enzimatica manteve-s
praticamente constante, em tomo de 16,0 pmol de acido cinimicoh™.g” d
matéria fresca. Entretanto, em junho observou-se uma queda d
aproximadamente 35% na atividade, em relagio a maio, o que coincidin com ¢
aumento na amplitude térmica verificada durante o periodo experimental (figur:
1) e com o inicio do processo de senescéncia foliar das plantas (figura 1, anex
A). Imediatamente apés, houve uma recuperagio ripida e progressiva n:
atividade enzimética, alcangando valores maximos de atividade em meados dc
més de setembro de 2002. Os teores médios de fendis totais (figura 2B
permaneceram praticamente constantes durante todo o periodo de avaliagic
(®>0,05), em tormo de 27,5%. Entretanto, variagdes significativas foran
observadas com relagdo aos conteiidos médios de taninos totais, que variaram de
6 a 13%, aproximadamente, durante o periodo experimental. Estes valores
mostraram-se inferiores dqueles relatados para esta espécie na literatura, o
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, situando-se entre 9,0 e 13,3%, com picos maximos de
11,7% e 13,3% nos meses de janeiro e abril, respectivamente. A partir de abril,
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observaram-se declinios progressivos e acentuados nestes teores, até que e
setembro, o conteitdo médio alcangou a faixa de 6%.

Os resultados referentes s médias das estagdes seca e chuvosa, e
relacdo as caracteristicas analisadas estio indicados na figura 3. Estes resultad
evidenciaram uma maior atividade da fenilalanina aménia-liase na estagio sec
sendo esta cerca de 30% superior aquela observada na estago chuvosa (p<0,05
Nio foram observadas variagdes nos contetidos de fendis totais entre as estacde
entretanto, um declinio significativo nos teores de taninos totais foi verificado r
estacdo seca, sendo este da ordem de 33%, em média.

As variagdes observadas na atividade da fenilalanina aménia-lias
mostraram uma coincidéncia relevante com as mudancas ocorridas na
condi¢3es microclimaticas, nas estagdes seca e chuvosa. Analisando-se os dadc
apresentados nas figuras 1 e 2A, percebe-se que as menores atividades forar
caracteristicas de periodos com menores amplitudes térmicas e maiore
precipitagdes, isto €, de meses tipicos da estagdo chuvosa, enquanto que a
maiores atividades foram verificadas em condi¢Ses opostas, ou seja, no
periodos mais frios e secos, com maiores amplitudes térmicas, caracteristicos d
estagdo seca. Uma relagio inversa entre a atividade enzimatica e a DFFF/
(apresentada no capitulo 3) também pdde ser notada. A queda na atividad
enzimitica observada no més de junho, coincidiu principalmente, com un
aumento na amplitude térmica, préprio da estagdo seca. Segundo Lavola et al
(2000), declinios na atividade enzimatica s3o caracteristicos dos estidios iniciai
de adaptagéio ou ajustamento das plantas, is novas condi¢des ambientais a que
estao sendo submetidas.

Variagbes na atividade da fenilalanina aménia-liase, em decorréncia d
modificagdes no ambiente fisico, especialmente devido a alteragdes n:
temperatura, radiagdo e disponibilidade hidrica tém 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 al. (2001), a atividade da fenilalanina amdnia-lias
aumenta em resposta a diferentes tipos de estresse, especialmente ao estress
térmico, sendo considerada por mmitos autores como “proteinas do estresse’
relacionando-se com desenvolvimento de mecanismos de protegdo e adaptac
de plantas a situagSes adversas.

De acordo com Solecka et al. (1999), em condigdes naturais, as planta
sdo expostas a flutuagGes na temperatura, que podem manifestar-se com
variagdes rapidas ou como flutuagdes sazonais, repetidas por vérios meses. Esta
mudancas geralmente aparecem combinadas com modificagSes de outros fatore:
ambientais como qualidade de luz, irradifincia e disponibilidade de dgua
podem levar a injurias irreversiveis ou & indugdo de uma cascata de reagdes
resultando em um ajustamento das plantas as condigdes de estresse (Huner et al.
1996). Segundo Janas et al. (2000) e Chakraborty et al. (2001), a exposicio :
baixas temperaturas dispara mudangas fisiolégicas e bioquimicas, que levam a;
plantas a ajustarem-se a estas condigbes. Atualmente, varios trabalhos tén
relacionado o efeito das baixas temperaturas, com um aumento na atividade d:
fenilalanina aménia-liase, em diferentes espécies vegetais, como Solanum
tuberosum L., Brasica napus L., Glicine max (L) Merr., Lycopersicor
esculentum Mill. e Citrullus lanatus [Thomb.] Mansf. (Graham Patterson, 1982,
Solecka & Kacperska, 1995; Solecka et al., 1999; Janas et al., 2000 e Rivero e
al., 2001). Entretanto, faltam informagdes sobre os mecanismos responsaveis
pela ativagdo desta enzima, sob baixas temperaturas (Solecka & Kacperscka,
1995). Grandes avangos tém sido notados, porém, em relagio a0 aumento nos
niveis da fenilalanina aménia-liase, nestas condicdes. Acredita-se que as
concentragdes da enzima aumentam com a diminuigio da temperatura, porque o
padrio de sintese sofre uma menor redugdo do que o padrio de degradacdo
(Jones, 1984).
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Além dos efeitos da temperatura, alguns trabalhos descrevem também o
efeito da radiagio e da disponibilidade hidrica sobre a atividade desta enzima.
Zucker (1969), em um trabalho classico, mostrou que baixas intensidades
luminosas produzem um efeito maximo na atividade da fenilalanina aménia-
liase em Xanthium, enquanto que altas intensidades sdo necessarias para obter-se
atividade maxima desta enzima em morangueiro. Chakraborty et al. (2001)
relatam que em folhas de Camellia sinensis submetidas a estresse hidrico
moderado, por 7 a 14 dias, houve um aumento na atividade da fenilalanina
amoénia-liase e nos teores de fendis totais, os quais, segundo os autores,
relacionam-se com a protegio e a adaptagio de plantas a esta condicdo de
estresse.

As variagdes na atividade da fenilalanina amonia-liase tém sido
freqiientemente relacionadas com modificagSes simultineas no padrio de
acimulo de varios compostos fendlicos, como flavonéides, taninos, cumarinas,
lignina e suberina, em diferentes espécies vegetais (Margna, 1977; Jones, 1984;
Solecka & Kacperska, 1995; Janas et al., 2000). Assim, segundo Margna
(1977), é de se esperar que qualquer condigdo que altere a atividade fenilalanina
aménia-liase também afete os niveis de muitos fendlicos vegetais. Segundo
Solecka & Kacperska (1995), varios compostos fendlicos podem estar
envolvidos nas respostas e na protegdo de plantas ao estresse provocado pela
redugdo na temperatura. Um acimulo destes compostos tem sido geralmente
observado, como conseqiéncia de um aumento na atividade da fenilalanina
amonia-liase (Solecka & Kacperska, 1995; Janas et al, 2000; Rivero et al,,
2001). Entretanto, para Margna (1977), estas evidéncias nio sio absolutas, pois
a fenilalanina aménia-liase e polifendis relacionados podem exibir respostas
opostas, sob a influéncia de diferentes fatores ambientais. Desta maneira, dentro
de certos limites fisiolégicos, modificagdes em determinadas condigbes do
ambiente, como aquelas que caracterizam as estagdes seca e chuvosa, podem
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resultar em um aumento na atividade enzimitica e em uma redu¢io no aciimu
destes compostos, ou vice-versa, ou ainda, at¢é mesmo, em uma falta
correlagdo entre estas caracteristicas. De acordo com Jones (1984), aumentos 1
atividade da fenilalanina aménia-liase nem sempre estio relacionados co:
aumentos nos teores de fendis totais, além do que modificagdes nos niveis de u
determinado composto fendlico podem ocorrer, sem que haja, necessariament
correspondéncia com mudangas nos niveis dos fenois totais.

No presente estudo, ndo se observou relagido entre as variagdes r
atividade da fenilalanina aménia-liase e os niveis de fendis totais nas plant:
durante o periodo experimental (figura 4A). Entretanto, flutuagdes significativ:
nos conteiidos de taninos totais foram verificadas, sendo estas inversament
proporcionais a atividade enzimdtica e sem correspondéncia reciproca com ¢
niveis de fenois totais (figura 4B e 4C). Jones (1984) relata que muitas vezes
falta de correlagdo entre a atividade da fenilalanina aménia-liase e os niveis ¢
feno6is totais estd na dependéncia, principalmente, da baixa disponibilidade ¢
substrato primario, isto é, do aminoacido fenilalanina, e nio propriamente n
aumento da atividade enzimatica.

Considerando-se simultaneamente as respostas fisiolégicas do muric
em especial o comportamento fotossintético e as variagdes nos teores de tanino
totais durante o periodo experimental, verifica-se que, em geral, os niveis d
taninos acompanharam as respostas fotossintéticas das plantas, sendo os maiore
valores observados em meses correspondentes a estagdo chuvosa, enquanto qu
reducdes significativas foram notadas na estago seca (figura 5).

Os picos observados em relacio aos contetidos de taninos totais, no
meses de janeiro e abril refletem, possivelmente, a alta taxa assimilatéria da
plantas nos meses de dezembro de 2001 e margo de 2002, respectivamente, vist:
que as coletas das cascas foram realizadas, geralmente, no inicio de cada més
Esta possibilidade também € valida para se explicar a queda acentuada destes
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sores, observada no més de maio, provavelmente em decorréncia das baixas
axas fotossintéticas verificadas em abril.

Variagdes sazonais significativas nos teores de taninos totais e em tipos
specificos de taninos tém sido detectadas em varias espécies vegetais, assim
,0mo para outras, nio se tém encontrado respostas significativas. Feeny (1968),
m estudos realizados com Quercus robur L., uma espécie lenhosa decidua,
nostrou que os teores de taninos nas folhas maduras desta espécie aumentaram
e 0,5%, para 5% durante a estagdo de crescimento das plantas, correspondentes
108 meses de maio e setembro, respectivamente, periodo este cuja ocorréncia de
serbivoria era maior. O fracionamento dos taninos, presente em folhas de
Liquidambar formosa coletadas em diferentes estagGes do ano, revelou a
sresenga de tipos especificos de taninos hidrolisiveis na primavera ¢ no outono,
sendo as mudangas sazonais nas estruturas e nos teores destes taninos
sidrolisaveis associadas & presenga de uma rota biogenética particular para estas
substincias na espécie em estudo (Hatano et al., 1986). Glyphis & Puttick
(1988) demostraram a ocorréncia de incrementos nos teores de
proantocianidinas e na adstringéncia das folhas de 15 espécies vegetais, tipicas
Je ecossistema mediterrineo, durante o outono e redugdes considerdveis na
-oncentragio destes compostos no invemo. Entretanto, Perevolotsky (1994)
relata que em Pistacia lentiscus, Cistus spp., Quercus calliprinos e Pillyrea
latifolia, os teores de taninos totais permaneceram praticamente constantes entre
as estagdes seca e chuvosa. Este resultado foi atribuido a adaptacfio das plantas a
forte herbivoria a que sdo submetidas, desde os seus estadios iniciais de
desenvolvimento.

Neste estudo, as respostas obtidas evidenciaram uma resposta associada
dos contetidos taninos nas plantas, com o processo fotossintético, importante via
de biossintese dos metabolitos primarios, o que tem sido frequentemente
relatado na literatura (Gebauer et al., 1998; Heyworth et al., 1998; Koricheva et
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al., 1998; Tognetti et al., 1998; Harttley et al., 2000; Kouki & Manetas, 200:
Os taninos vegetais, assim como outros compostos fendlicos sio descritos p
varios autores, como metabélitos secundarios originados diretamente
metabolismo do carbono. Sua biossintese esta diretamente relacionada a
processos de crescimento e diferenciagio celular, regulados pela disponibilida
de recursos ambientais e que, segundo Lavola et al. (2000), podem compei
com a alocagdo de carbono para o metabolismo secundario. Para Koricheva et :
(1998), os niveis destes metabélitos estdo, em parte, sob o controle genétic
sendo determinados também pelas condigdes ambientais.

Atualmente, varias hipéteses tém sido elaboradas para explicar
envolvimento dos padries evoluciondrios e fenotipicos no actimulo e 1
distribuicdo de metabélitos secundarios derivados do metabolismo do carbon:
sob determinadas condi¢es ambientais, que tendem a aumentar o conteiido ¢
carboidratos nio estruturais. Em geral, estas hipéteses sugerem que as condigdx
do ambiente que restringem em maior proporgio o crescimento vegetal do que
fotossintese, como Iuz, temperatura, disponibilidade de agua e concentragio ¢
CO,, combinadas com uma baixa disponibilidade de nutrientes, tendem
produzir uma alta relacdo carbono:nutrientes e um excesso de carboidratos n3
estruturais, que se acumulam pas folhagens de plantas herbaceas e lenhosas. Est
excesso, pode entdo, ser alocado para a produgio de compostos derivados d
carbano, como taninos e outros tipos de fendlicos vegetais (Heyworth et al
1998; Gebauer et al., 1998). De acordo com Peiiuelas et al. (1997) e Lavola et a
(2000), as variagdes nos teores destes metabélitos ndo podem ser explicado
somente pelas diferencas na disponibilidade de carboidratos, devendo-s
considerar também a disponibilidade de precursores para sua sintese e a
mudangas nos padrdes de sintese e catabolismo destes compostos.

As quedas observadas nos conteidos de taninos totais durante a estag
seca, quando a atividade da fenilalanina aménia-liase mostrou-se mais elevad:
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(figura 3A e 3C), sugerem que o acumulo de taninos no murici estd na
dependéncia, principalmente, dos esqueletos de carbono, produzidos através do
processo fotossintético e demonstram que os incrementos verificados na
atividade enzimética ndo foram decisivos para aumentar os niveis dos taninos
furante a estagdo seca. Segundo Hartley et al. (2000), estudos realizados com
Spergula arvensis demonstraram que um aumento na atividade da fenilalanina
aménia-liase foi insuficiente para promover alteragdes significativas nos niveis
de fendis totais e de taninos condensados. Alternativamente, de acordo com
Peng et al. (1991), aumentos na atividade da fenilalanina amonia-liase ndo se
relacionam necessariamente, com aumentos nos niveis de fendlicos se outros
fatores, como a disponibilidade de fenilalanina forem limitantes para o
processo. Estudos desenvolvidos por Koricheva et al. (1998) demonstram que
somente os metabolitos originados diretamente do metabolismo do carbono
acompanham o padrio fotossintético das plantas e que a determinacgdo dos teores
de fenéis totais pode nio ser uma medida representativa destas respostas.

6 CONCLUSOES

Nas condigBes experimentais em que este trabalho foi conduzido, péde-

se concluir que:

1. As plantas de murici apresentaram maior atividade da enzima fenilalanina

aménia-liase e menores teores de taninos totais na estag3o seca.

2. Os niveis de fendis totais permaneceram constantes durante todo o periodo
experimental.
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3. A atividade da fenilalanina aménia-liase respondeu diretamente as variacd
ambientais, caracteristicas das estagdes seca e chuvosa.

4. Os niveis de taninos totais acompanharam as respostas fotossintéticas d:
plantas, nas estag3es seca e chuvosa.

5. O aumento na atividade da fenilalanina aménia-liase nio esta relacionado
elevacdo nos teores dos fendis e taninos totais na espécie em estudo.

6. No mnwrici, modificacdes nos teores de taninos totais nio esti
necessariamente, associados a alteragdes nos niveis dos fendis totais.
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NEXO A

igura 1

ANEXOS

Estadios do desenvolvimento de Byrsonima verbascifolia,
observados durante o periodo experimental. A. Novembro
2001; B. Dezembro de 2001; C. Janeciro de 2002; D.

Junho de 2002 ; E. Outubro de 2002. Area experimental.
Tjaci, MG.
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Figura 1: Estadios do desenvolvimento de Byrsonima verbascifolia, observados durant:
o periodo experimental. A. Novembro 2001; B. Dezembro de 2001: C. Junhe
de 2002; D. Agosto de 2002 ; E. Qutubro de 2002. Area experimental. [jaci
MG.
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ANEXO B

TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

TABELA 6

Composi¢do basica do meio Murashige e Skoog (1962).

Resumo da anslise mineral do solo da 4rea experimental.
Departamento de Ciéncia do Solo. UFLA. Lavras, MG,
2003.

Resumo das andlises de variincia para os valores de
germinacdo e peso de matéria seca total, em relagdo as
concentragies de sacarose no meio MS. Dados ndo
transformados. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Resumo das andlises de varidncia para os valores de
germinacdo e peso de matéria seca total, em relacdo aos
niveis de sais no meio MS. Dados ndo transformados.
UFLA, Lavras, MG, 2002.

Resumo das anilises de varidncias para os valores de
DFFFA, DPV ¢ Temperatura foliar, durante o periodo
experimental. Dados nfo transformados. UFLA, Lavras,
MG, 2003.

Resumo das andlises de variincia para os valores de
DFFFA, DPV e Temperatura foliar, durante as estacGes
seca e chuvosa. Dados ndo transformados. UFLA, Lavras,
MG, 2003.
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TABELA 7

TABELA 8

TABELA 9

TABELA 10

TABELA 11

TABELA 12

TABELA 13

Valores médios da DFFFA, DPV e temperatura da folha
nas estagdes seca e chuvosa, as 10:00 e 12:00h.  UFLA.
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TABELA 1. Composicdo basica do meio MS (Murashige & Skoog, 1962).

SAIS CONCENTRACAO FINAL
(mg/L)
NH:NO3 1650
KNO; 1900
KH;PO4 170
H3;BOs 6,2
NaMo0,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
Kl 0,83
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
MnSO.H0 223
ZnS0,.7H,0 8,6
CuS0,.5H,0 0,25
FeS0,.7H,O 27,8
Na; EDTA 372
MIO-INOSITOL 100
TIAMINA.HCI 1,0
PIRIDOXINA.HCI 0,5
AC.NICOTINICO 0,5
GLICINA 2,0
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TABELA 2: Resumo da anilise mineral do solo da drea experimental. Departamento ¢
Ciéncia do Solo. UFLA. Lavras, MG, 2003.

RESULTADOS ANALITICOS
Descri¢do Unidade Amostra
Ciélcio 0,8
Magnésio 0,2
Aluminio cmolc/dm® 1,1
H+ Al 4,5
Potdssio 22,0
Fésforo mg/dm® 0,9
Sédio 110
pH em H,O 1:2,5 5,0
Soma de Bases 1,1
Trocaveis
CTC efetiva cmolc/dm® 2,2
CTCapH 7,0 5,6
Indice de Saturaciio de 198
Bases
Indice de Saturacio de 50
Aluminio %
Indice de Saturagdo de 2,16
Sdadio
Matéria Orginica dag/ks 2,2
Fésforo Remanescente mg/L 11,2
Enxofre mg/dm’ 7,5
Boro mg/dm’ 0.6
Cobre mg/dm’ 18
Ferro mg/dm’ 2312
Manganés mg/dm’ 46
Zinco mg/dm’ 14
ANALISES GRANULOMETRICAS
Areia 10
Silte dag/kg 11
Argila 79
Classe Textural Muito Argilosa
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'ABELA 3: Resumo das anilises de varidncia para os valores de germinagio e peso de
matéria seca total, em relagio s concentragdes de sacarose no meio MS.
Dados néio transformados. UFLA, Lavras, MG, 2002.

QUADRADO MEDIO

V. G.L. GERMINACAO PMS TOTAL
sacarose 4 834, 0000 0,0183
JModelo Linear 6)) 1.152,0000 0,0113"
odelo Quadritico Q) 2.062,8500™ 0,0599™
Jesvio do Modelo v)) 60,5714 0,0011
Residuo 20 196,0000 0,0008
[OTAL 44

SV (%) 18,04 28,29

* Significativo a0 nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.
v Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F.

[ABELA 4: Resumo das anilises de varidncia para os valores de germinagéo e peso de
matéria seca total, em relagio aos niveis de sais componentes do meio MS.
Dados ndo transformados. UFLA, Lavras, MG, 2002.

QUADRADO MEDIO

E. V. G.L. GERMINACAO PMS TOTAL
Niveis de sais no meio MS 3 245,0000 0,0237
Modelo Linear ) - 0,0692"
Desvio do Modelo Q2 - 0,0010
Residuo 16 - 0,0013
TOTAL 44

CV (%) 14,42 31,25

** Significativo a0 nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 5: Resumo das anilises de variincias para os valores de DFFFA, DPV e
Tempemunafoliar,dmameoperiodoexpeﬁmentalDadosnﬁo
transformados. UFLA, Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MEDIO
FV GL DFFFA DPV TEMP.FOLIAR
Meses 11 303364843 8,2904 330,0867
Horério 1 445778,77 542677 821,6822"
Residuo 131 385504,44 0,4136 9,5673
CV (%) 54,09 24,36 9,05

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 6: Resumo das anilises de varifincia para os valores de DFFFA. DPV
Temperatura foliar, durante as estagdes seca e chuvosa. Dados n:
transformados. UFLA, Lavras, MG, 2003.

QUADRADO MEDIO
FV GL DFFFA DPV TEMP.FOLIAR
Estagdes 1 328426813 1,5504 293,5102
Hordrio 1 35497,04 9,0774" 149,3507"
Residuo 21 72779,07 0,0118 1,6540
CV (%) 24,81 4,20 3,83

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 7: Valores médios da DFFFA, DPV e temperatura da folha nas estages seca
chuvosa, as 10:00 e 12:00h. Médias seguidas pela mesma letra nio diferer
significativamente entre si, pelo teste de Scoott-Knott (1974), ao nivel d
5% de probabilidade. UFLA. Lavras, MG, 2002.

DFFF..? DPV Temperatura da folha
-1
HORARIOS (umol.m?s?) (KPa) _ °0)
Estacdo Estacio [Estagio Estacio Estagio Estagio
Seca Chuvosa Seca  Chuvosa Seca 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 anilises de variincias para os valores de potencial hidrics
foliar, durante o periodo experimental. Dados nio transformados. UFLA

Lavras, MG, 2003.
QUADRADO MEDIO
FV GL POTENCIAL HIDRICO FOLIAR
Meses 11 23,8345"__
Hordério 1 2500,0000
Residuo 131 3,5671
CV (%) 28,04%

** Significativo 2o nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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TABELA 12: Resumo das anilises de variincias para os valores de atividade
fenilalanina amonia-liase e teores de fendis e taninos totais, durante
periodo experimental. Dados nio transformados. UFLA, Lavras, M

2003.
QUADRADO MEDIO
FV GL  ATIVIDADE FENOIS TANINOS
ENZIMATICA TOTAIS TOTAIS
Meses 1 92,8850 3,3893 8,2800
Residuo 131 15,7219 0,3252 2,8387

CV (%)
** Significativo a0 nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 13: Resumo das andlises de varidncia para os valores de atividade «
fenilalanina amdnia-liase e teores de fendis e taninos totais, durante
estagdes seca e chuvosa. Dados nfo transformados. UFLA, Lavras, M(

2003.
QUADRADO MEDIO
FV GL ~ ATIVIDADE _ FENOIS TANINOS
ENZIMATICA __ TOTAIS TOTAIS
Estagdes 1 68,6789* 2,0345 53426
Residuo 21 7,8976 0,0425 0,9876
CV (%)

* Significativo 2o nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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