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TANINOS E FLAVONOIDES EM LOTUS spp.
Silvia Ortiz Chini*

Resumo - Este trabalho teve como objetivo quantificar a
concentracdo de taninos condensados (TC) e flavonoides em Lotus
spp. em resposta a acidez do solo e em relacdo aos componentes
morfolégicos de plantas colhidas em distintos estadios fenoldgicos. O
trabalho constou de dois ensaios: no Ensaio I foram quantificadas as
concentragdes de taninos e flavonoides de duas cultivares (cv. Sao
Gabriel e cv. Ganador) e da populagdo UFRGS de L. corniculatus,
uma cultivar de L. uliginosus (cv. Serrano) e uma cultivar de L.
subbiflorus (cv. El Rincon), cultivadas em vasos, sob duas condigdes
de acidez do solo (pH= 4,7; pH= 6,4). No Ensaio II, plantas da cv. Sdo
Gabriel foram coletadas nos estadios vegetativo e reprodutivo e
avaliadas quanto a concentracdao taninos condensados e flavonoides
nas fracdes “folhatcaule” e “flor+fruto”. Em ambos os ensaios o
material vegetal foi submetido a extracdo hidroalcooolica. Para
identificacdo e quantificagdo de taninos e flavonoides, foram
desenvolvidos e validados métodos de separacao e quantificacdo por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando catequina,
epicatequina, acido galico, rutina, quercetina e canferol como padroes
de referéncia. Houve efeito da interagdo gendtipo x acidez do solo

para concentracdo de taninos condensados e flavonoides,

: Bidloga, mestranda do Programa de Pés-gradua¢do em Agronomia (PPGAgro)
da FAMV/UPF, Area de Concentragio em Produgdo Vegetal.
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evidenciando a variabilidade intra e interespecifica no género Lotus L.
A maior amplitude de variacdo de taninos condensados foi verificada
em solo acido, de 5,6 g TC/kg MS (cv. Serrano) a 23,1 g TC/kg MS
(populagao UFRGS). Em solo com pH 6,4, obteve-se entre 2,3 g
TC/kg MS (cv. El Rincon) e 7,5 g TC/kg MS (Ganador). No estadio
reprodutivo, as concentragdes de taninos condensados e flavonoides
na fracdo “folha+caule” foram superiores (média= 16,3 g/kg) ao que
se verificou no estadio vegetativo (média= 10,0 g/kg) A fracdo
“flor+fruto” apresentou 120% mais rutina, 333% vezes mais
quercetina, 76% mais epicatequina e 47% mais taninos condensados
em relagdo a fragdo “folhatcaule”. Os resultados do estudo indicam a
importancia da avaliagdo de taninos condensados nos programas de
melhoramento genético de Lotus spp. e da sua relagdo com o estadio

fenologico e acidez do solo.

Palavras- chave: acidez, catequina, epicatequina, fenologia,

quercetina, proantocianidinas, rutina.

TANNINS AND FLAVONOIDS IN LOTUS spp.

Abstract — The present study aimed to quantify the content of
condensed tannins (CT) and flavonoids in Lotus spp. in response to
soil acidity and the relationship to morphological components of the
plants harvested in different phenological stages. Two experiments
were performed: in the Experiment I, the concentration of tannins and
flavonoids of L. corniculatus (cv. Sdo Gabriel, cv. Ganador and

population UFRGS), L. uliginosus (cv. Serrano) and L. subbiflorus
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(cv. El Rincon), grown in pots, under two soil pH (4.7 to 6.4), was
determined. In Experiment II, the components “leaft+stem” and
“flower+fruit” of cv. Sdo Gabriel plants harvested in vegetative and
reproductive stages were evaluated as for tannins and flavonoids. In
both experiments, the plant material was subjected to extraction
hydroalcoholic. For identification and quantification of the tannins
and flavonoids, methods for separation and quantification by High
Performance Liquid Chromatography were developed and validated,
using catechin, epicatechin, gallic acid, rutin, quercetin and
kaempferol as reference standards. There was a significant interaction
between genotype and soil acidity, showing intraspecific and
interspecific variability. The largest variation of condensed tannins
was observed in acid soil, from 5.6 g CT/kg DM (cv. Serrano) to 23.1
g CT/kg DM (population UFRGS). In soil with pH 6.4 the
concentration varied from 2.3 g CT/kg DM (cv. El Rincén) to 7.5 g
CT/kg DM (cv. Ganador). At the reproductive stage, the
concentrations of condensed tannins and flavonoids in leaf+stem were
higher (16.3 g/kg) than that found in the vegetative stage (10.0 g/kg).
The component flower+fruit showed 120% more rutin, 333% more
quercetin, 76% more epicatechin and 47% more CT compared to
leaf+stem. The results of the study indicate the importance of the
evaluation of these metabolites in breeding programs of Lotus spp.
and the relationship of these compounds with the phenological stage
of the plants and the soil acidity.

Keywords: acidity, catechin, epicatechin, phenology,

proanthocyanidins, quercetin, rutin.
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1 Introducéo

Concentragdes de taninos em leguminosas que ndo sejam
limitantes ao consumo, mas sejam suficientes para evitar o
timpanismo em ruminantes ¢ um aspecto a ser considerado em
melhoramento vegetal, na escolha de cultivares € no manejo destas.
Contudo, a concentragdo de taninos em leguminosas varia com fatores
genéticos, edaficos ou fenologicos (ANURAGA et al., 1993;
ROBERTS et al., 1993; KRAUS et al., 2004; ESCARAY et al., 2007).
O conhecimento da interelagdo destes fatores ¢, entdo, importante para
o manejo do cultivo destas espécies, como as do género Lotus, pois
possibilitara melhorar a concentracao de taninos e, consequentemente,
o potencial forrageiro.

Flavonoides também sdo encontrados em leguminosas,
agindo como agentes antimicrobianos, antioxidantes e como
sinalizadores quimicos na fixagao simbidtica de N. Além disso, essas
substancias possuem interessantes atividades biologicas em humanos
(AOKI et al, 2000) e despertam interesse econdmico por
contribuirem para o sabor dos alimentos e por possuirem uma
pigmentacdo caracteristica (ZUANAZZI & MONTANHA, 2004).

Em trabalho realizado na Universidade de Passo Fundo,
por Moro et al. (2010), foram verificadas baixas concentracdes de
taninos em espécies de Lotus L., aquém do esperado. No entanto, na
presenca de polietilenoglicol ocorreu maior producao de gases, na
medida em que aumentou a concentracdo de TC, aumentou o

incremento de gases, indicando que, mesmo em pequena quantidade,
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os TC foram determinantes em reduzir a fermenta¢do ruminal in
vitro.

Uma das possiveis causas para as baixas concentragdes de
taninos obtidas no estudo de Moro et al. (2010) ¢ auséncia de
restrigdo ao crescimento das plantas, nas condigdes experimentais
utilizadas por estes autores. No trabalho de Moro et al. (2010), as
plantas foram cultivadas sem estresse hidrico, térmico e nutricional, o
que pode ter reduzido a sintese de metabolitos secundarios, como os
flavonoides. No trabalho, foram investigadas possiveis relagdes entre
taninos e flavonoides e a acidez potencial do solo, a fenologia e os
componentes das plantas de Lotus spp..

A acidez do solo foi escolhida como um dos fatores a ser
estudado, pois a maior parte das pastagens naturais do sul do Brasil
encontra-se em regides de solos acidos, com elevada saturacao por
aluminio (Al) (SANTOS et al., 2001; SOUZA et al., 2007; RAIJ,
2011). Além disso, as espécies de Lotus L. se destacam entre as
leguminosas temperadas tolerantes a essa condi¢ao edafica (JANKE et
al., 2010).

A concentragdo de TC se altera consideravelmente
dependendo da espécie, cultivar, estddio de desenvolvimento e
fertilidade do solo (GEBREHIWOT et al., 2002). Com o ambito de
esclarecer a producdo de taninos e flavonoides de Lotus frente a ciclos
de desenvolvimento, plantas em distintas fases fenoldgicas e seus
distintos componentes foram analisados.

O trabalho teve como objetivo geral investigar o perfil
fitoquimico de Lotus spp., com énfase em taninos e flavonoides. Os

objetivos especificos foram os seguintes:
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e Avaliar o efeito da acidez do solo, dos estadios
fenologicos e dos componentes vegetativos e reprodutivos das plantas
no teor de taninos e de flavonoides em extratos hidroalcoolicos de
Lotus spp. por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

e Desenvolver, otimizar e validar um método por CLAE,
para determina¢do simultanea de flavonoides e taninos;

e Identificar em extratos de Lotus spp., mediante
comparagdo com substancias quimicas de referéncia, os compostos

quercetina, rutina, canferol, catequina, epicatequina e acido galico.
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2 Revisao de literatura
2.1 Metabolismo secundario

O metabolismo ¢ o conjunto de reagdes quimicas que
ocorrem no interior das células. No caso das células vegetais, o
metabolismo costuma ser dividido em primario e secundario (PERES,
2004). Ao metabolismo que ¢ capaz de produzir, sintetizar e
transformar substancias que ndo estdo relacionadas de forma direta a
manuten¢do da vida do organismo produtor, da-se o nome de
metabolismo secundario, cujos produtos ndo sdo essenciais, mas
garantem vantagens para a sobrevivéncia e perpetuacao da espécie
em seu ecossistema (SANTOS, 2004). Metabdlitos secundarios sao
compostos organicos ndo envolvidos nos processos metabdlicos
primarios, mas que possuem um grande efeito na ecologia e evolucao
das espécies (METLEN et al., 2009).

Por muito tempo, os metabdlitos secundarios foram
considerados residuos de excrecdo vegetal e a sua importancia
adaptativa era desconhecida. Hoje, estas substincias estdo
diretamente envolvidas a mecanismos que permitem as plantas
adequacdo ao habitat e protegdo frente a predagdo, herbivoria,
infeccdo por micro-organismos, atracdo de polinizadores ou de
animais dispersores de sementes e alelopatia (TAIZ & ZEIGER,
2004). Além disso, estes metabolitos atuam protegendo os vegetais de
estresses abidticos, como aqueles associados com mudangas de
temperatura, de contetido de agua, niveis de luz, exposicao a UV e

deficiéncia de nutrientes minerais (PERES, 2004). Sdo importantes
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compostos terapéuticos e para uso comercial em dareas como
farmacéutica, alimentar, cosmética e agronomica (SANTOS, 2004).

Rotas metabolicas secunddrias sdo ativadas em algum
estadio de desenvolvimento da planta ou em algum periodo que a
planta ¢ submetida a algum tipo de estresse pela deficiéncia de
nutrientes ou ataque por micro-organismos. A producdo destas
substancias ¢ resultante de uma complexa biossintese, transporte,
estocagem e degradacdo, e esta diretamente relacionada a
hereditariedade, ontogenia e ambiente (GARCIA, 2004).

Os metabolitos secundarios podem ser encontrados
compartimentalizados em vactiolos (hidrofilicos) ou em ductos
celulares, ligados a membranas, ceras e lignina, acumulados por toda
a planta ou em alguns orgdos. Possuem sua origem em reagdes
analogas as do metabolismo primario do carbono sendo mediada por
dois principais intermedidrios: 4cido chiquimico e acetato. Também
podem se originar da combinagdo destes dois compostos ou de
unidades deles. O dacido chiquimico origina os aminoacidos
aromaticos, que sdo os precursores da maioria dos metabdlitos
secundarios aromaticos, como alcaloides indolicos, fenilpropanoides
e taninos hidrolisaveis. A combinagcdo de acido chiquimico e
unidades de acetato dao origem as antraquinonas, flavonoides e TC.
Os derivados restritos da rota do acetato possuem trés vias de
formagdo: via do 4&cido citrico (alcaloides); via mevalonato
(terpenoides e esterodis) e via condensagdo do acetato (acidos graxos e
acetogeninas) (SANTOS, 2004). A partir das distingdes quimicas,

estes produtos secundarios podem ser divididos em terpenos,
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compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ & ZEIGER,
2004).

2.1.1 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos caracterizam-se por apresentar em
sua estrutura quimica um grupo hidroxila funcional em um anel
benzénico (fenol), e diferenciam-se pela heterogeneidade de
aproximadamente dez mil compostos. Constituem um dos grupos de
compostos mais abundantes nas plantas. Sdo considerados como uma
das principais classes de metabdlitos secundarios com fungdes
variadas nas plantas que vao desde a pigmentagdo ao crescimento
(CARVALHO et al., 2004). Os polifendis estdo presentes em todas as
plantas forrageiras, especialmente em pastagens perenes, sendo os
principais compostos que contribuem para a capacidade antioxidante

da forragem (HARAMANESCU, 2011).

A sintese dos compostos fendlicos possui duas rotas
basicas de origem: a do acido chiquimico (em plantas) e a do acetato
via mevalonato (em fungos e bactérias). Nas plantas superiores a
maioria dos fenois ¢ derivada da fenilalanina, um produto da rota do
acido chiquimico. Nestes compostos fenolicos originarios da
fenilalanina estdo: fenilpropandides, cumarinas, derivados do acido
benzdico, antocianinas, ligninas, isoflavonas e TC (CARVALHO et
al., 2004).

Compostos fenolicos em vegetais tém reconhecidas
fungdes que vao desde defesa contra herbivoros e patdgenos, suporte
mecanico, atracdo de polinizadores e dispersores, protecao contra a

radiacao ultravioleta a alelopatia. Além da proteg¢dao contra diversos
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fatores ambientais e bidticos acredita-se que tenham sido
fundamentais para a evolugdo das plantas e conquista do ambiente
terrestre. Esse ¢ o caso da lignina, a qual proporciona o
desenvolvimento do sistema vascular, dando rigidez aos vasos. De
modo coerente com essa hipotese, plantas primitivas, que habitam,
principalmente, ambientes umidos, como briofitas e pteridofitas, sao

pobres em compostos fendlicos (PERES, 2004).
2.1.2 Taninos

2.1.2.1 Generalidades

Inclusa nos produtos naturais fendlicos ha uma classe
denominada “taninos”, que possuem o maior peso molecular dentre
os compostos fenodlicos. Em quantidades e em condi¢des normais nas
plantas, os fen6is comuns ndo sao considerados toxicos, com excegao
dos taninos (SILVA & SILVA, 1999). Bate-Smith & Swain (1962)
fizeram a primeira defini¢cdo de tanino como compostos polifenolicos
soltiveis em agua com pesos moleculares variando de 500 a cerca de
3000 Daltons, que possuem a habilidade de formar complexos
insoliveis em 4gua com macromoléculas como proteinas, gelatinas e
alcaldides. Os taninos apresentam complexidade variada. Nao sdo
quimicamente bem definidos, mas sdo considerados substancias
polifendlicas do metabolismo secundario com habilidade de
complexar e precipitar proteinas em meio aquoso (MAKKAR,
2003b).

A etimologia da palavra “tanino” esta ligada ao principio

adstringente causado pela infusdo da casca da castanha-portuguesa
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(Castanea sativa L., Fagaceae) e dos carvalhos (Quercus sp.,
Fagaceae) sobre a pele dos animais. Este processo ficou conhecido a
partir do ano de 1796 e tornava a pele imputrescivel, produzindo o
couro (BRUNETON, 2001; COSTA, 2002).

Os efeitos bioldgicos de taninos geralmente dependem do
seu grau de polimerizagdo e solubilidade. Taninos altamente
polimerizados apresentam baixa biodisponibilidade (SERRANO et
al., 2009). Acredita-se que os taninos podem exercer as suas
propriedades bioldgicas de trés modos diferentes: (i) apos a
complexac¢do com ions metalicos; (ii) atuando como antioxidantes, ou
(ii1) através da sua capacidade para complexar com outras moléculas,
incluindo macromoléculas, como proteinas e polissacaridos

(HASLAM, 1996).

A estabilidade proporcionada as proteinas pelos taninos
deve-se ao fato de que um mol de taninos pode se ligar a doze moles
de proteinas. Para a formagao destas ligagdes, € necessario que o peso
molecular do tanino esteja compreendido entre limites bem definidos.
Se o peso molecular do polifenol ¢ demasiadamente elevado, ele nao
consegue se intercalar entre as moléculas protéicas; se for muito
baixo os taninos se intercalam, mas ndo conseguem estabelecer
ligacdes suficientes para assegurar estabilidade a ligacao
(MONTEIRO et al.,, 2005). A complexacdo com proteinas e
macromoléculas ¢ o que explica, por exemplo, a caracteristica
adstringente do composto, que precipita as proteinas ricas em prolina

contidas na saliva (BRUNETON, 2001).
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Nos vegetais superiores, os taninos sao divididos em duas
classes segundo sua estrutura quimica e biogénese: TC e taninos

hidrolisaveis.
2.1.2.2 Taninos condensados

Os TC, ou proantocianidinas sdo flavandis poliméricos
oriundos do metabolismo dos flavonoides, que quando aquecidos em
meio 4acido podem sofrer degradacdo oxidativa a antocianidina,
conhecida como reagdo de Bate-Smith (BRUNETON, 2001;
PINEDO, 2008). As unidades fundamentais das proantocianidinas
estdo geralmente ligadas entre si por ligacdes do tipo C-C entre o C4
de um flavan-3-ol e o C8 ou C6 do flavan-3-ol seguinte. O grau de
polimerizacao pode variar, podendo-se encontrar oligdmeros (dimeros
a hexameros) e polimeros, que podem atingir graus de polimerizagado
muito elevados (BRUNETON, 2001; SANTOS & MELLO, 2004).

A presenca ou nao da hidroxila (OH), assim como sua
localizagdo na estrutura dos mondmeros de flavan-3-ol resulta em
diferentes classificagdes dos TC. Desta forma os TC podem ser
divididos em tipo 1, aquele que apresenta uma hidroxila na posi¢ao C-
5 do anel A e tipo 2, que ndo apresenta hidroxila na mesma posi¢ao
(SANTOS & MELLO, 2004). Os TC também podem ser classificados
de acordo com a presenca de OH na posi¢do C-3 do anel B em
prodelfinidina ou na auséncia desta OH em procianidina. Os
monomeros de procianidinas sdo a catequina e a epicatequina
enquanto os monomeros de prodelfinidina sdo a galocatequina e a
epigalocatequina (BRUNET & HOSTE, 2006). Devido ao grau de

hidroxilagdo dos anéis aromaticos e alteracdo na estereoquimica, os
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mondmeros basicos podem alterar suas denominagdes e
consequentemente alterar suas caracteristicas (SANTOS & MELLO,
2004). Segundo estes mesmos autores os monomeros basicos sdo:
distenina, afzelequina, catequina, galocatequina, guibourtidinidol,
fisetinidol, robinetinidol, oritina e mesquitol. Destaca-se que os cinco
ultimos mondmeros citados estdo presentes apenas em leguminosas.

Os TC sao produtos finais da sintese de flavonoides e sua
biossintese ¢ complexa e coordenada por varios genes. A regulagao
do processo possui genes envolvidos na via geral de flavonoides para
antocianidinas, no controle de formagao, transporte ¢ polimerizagao
de subunidades de TC e nos processos de desenvolvimento de células
especializadas (vacuolos) que irdo armazenar TC (DIXON et al.,
2005).

Esses compostos constituem a segunda fonte de polifendis
do reino vegetal, distribuidos principalmente em plantas lenhosas,
perdendo apenas para a lignina. Sdo muito mais comuns na dieta do
que os taninos hidrolisdveis e estdo presentes em concentragdes
relativamente importantes em frutos (uvas, macgds, framboesas)
bebidas derivadas, no cacau e chocolate, entre outros (BRUNETON,

2001; SANTOS & MELLO, 2004).

2.1.2.3 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisdveis sdo ésteres do acido galico e
elagico glicosilados, oriundos do 4cido chiquimico, onde os grupos
hidroxila do agucar sdo esterificados com os acidos fendlicos
(MONTEIRO et al, 2005). Sao constituidos por uma parte

polialcodlica (normalmente a glicose, mas também o 4cido
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chiquimico, outros fenodis e outros glicosideos) e por uma parte
fendlica (principalmente acido galico e eldgico) ligados por uma
ligacdo éster. Os taninos hidrolisdveis sdo passiveis de serem
degradados por hidrélise quimica ou enzimatica nas varias unidades
estruturais que os compdem (BRUNETON, 2001; PINEDO, 2008).
Tais substancias podem ser classificadas, quanto a sua parte fenolica,
em taninos galicos (galotaninos), em que a parte fenolica ¢ o acido
galico, e taninos elagicos (elagitaninos), em que a parte fenolica além
do 4cido galico ¢ o 4cido hexahidroxidifénico e que, apods a hidrolise,
origina acido elagico (BRUNETON, 2001; SANTOS & MELLO,
2004).

Esses compostos sdo abundantes nas magnoliopsidas
(dicotiledoneas) e ndo sdo muito comuns em troncos de muitas
arvores. No entanto, algumas arvores, como a castanheira-portuguesa
e o carvalho sdo utilizadas como fontes industriais de taninos
hidrolisaveis. Os taninos galicos sdo extremamente raros na dieta
humana e os taninos elagicos encontram-se apenas em grupos
restritos de vegetais, como framboesa (Rubus idaeus L.), morango
(Fragaria vesca L), avela (Corylus avellana L.), caju (Anacardium
occidentale L.) e pistache (Pistacia vera L). Também pode-se
encontrar taninos elagicos em vinhos envelhecidos em barricas de
madeira de carvalho, como resultado da extragdo da madeira durante
o seu estagio em barricas (BRUNETON, 2001; SANTOS & MELLO,
2004).
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2.1.2.4 Atividades farmacoldgicas e biologicas

A atividade dos taninos estd associada as diferencgas
estruturais entre condensados e hidrolisaveis e sdo afetadas por elas.
A principal caracteristica estd relacionada a complexagdo protéica
pelos TC, o que ndo ocorre com os taninos hidrolisaveis in vivo. Os
taninos hidrolisaveis sdo rapidamente degradados em grupos
fenolicos menores e tornam-se incapazes de reacionar com as

proteinas do meio (PINEDO, 2008).

Os TC se distribuem amplamente no reino vegetal
especialmente em plantas lenhosas e leguminosas, enquanto que os
hidrolisdveis estdo praticamente restritos as magnolipsidas
Choripetalae (ex: Vitis vinifera L.) herbaceas e lenhosas (SANTOS &
MELLO, 2004). Nas plantas, a concentragdo de TC ¢ primariamente
controlada por fatores genéticos e secundariamente por varidveis
ambientais. Geralmente a concentracdo destes metabodlitos esta
associada a concentragdo de lignina do tecido e tende a aumentar com
a maturidade da planta (ACUNA et al.,, 2008). Segundo Nozella
(2001), a quantidade e o tipo de tanino sintetizado pelas plantas
variam consideravelmente, dependendo de espécie, cultivar, tecidos,
estadio de desenvolvimento e condi¢cdes ambientais.

Os principais fatores ambientais, que regulam o aumento
da concentrag¢do de TC sdo a temperatura do ar e a fertilidade do solo
(ACUNA et al., 2008). Pifledo (2008) assinala que a maior
concentracdo de taninos ¢ encontrada em espécies que se
desenvolvem em solos com baixa fertilidade. Acufia et al. (2008),

trabalhando com concentracdes de TC em Lotus spp., relataram que a
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maior concentragao foi verificada em plantas com o crescimento
limitado por restricdo hidrica e altas temperaturas.

A concentracdo de taninos ¢ importante para a sua
utilizacdo farmacoldgica e biologica. Na farmacognosia, os taninos
sao conhecidos pela acdo fungicida e bactericida, antiviral,
antioxidante e antitumoral (BRUNETON, 2001; SANTOS &
MELLO, 2004). Os taninos possuem diversos efeitos sobre os
sistemas bioldgicos, pois sdo potenciais quelantes de ions metalicos,
agentes precipitantes de proteina e antioxidantes biologicos. Desta
forma, desempenham papéis bioldgicos variados. Em consequéncia
da enorme variabilidade de estruturas quimicas possiveis dentro desta
classe, ¢ muito dificil a avaliagcdo e previsdo dos efeitos bioldgicos

causados (HAGERMANN, 2002).

Na medicina tradicional, plantas ricas em taninos sdo
empregadas no tratamento de varias moléstias. Na cicatrizagdo de
feridas, queimaduras e inflamacdes e sobre ulceras gastricas, os
taninos agem formando uma camada protetora tecidual (complexo
tanino-proteina) auxiliando na reestruturagdo epitelial e formagao de
vasos. Esta caracteristica ¢ conhecida como atividade terapéutica
devido a sua adstringéncia. As concentragdes intercelulares de
radicais livres e moléculas reativas sdo as causadoras de muitas
doengas degenerativas como o cancer, esclerose multipla e o proprio
envelhecimento. Neste caso, os taninos atuam como captadores de
radicais bloqueando atividades enzimadticas, prevenindo e tratando
estas doencas. A funcdo bactericida, fungicida, e antiviral estdo
relacionadas a ligacdo das moléculas de taninos a outras substancias

que possibilitam, por exemplo, a degradacdo da membrana celular de
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fungos e bactérias e o impedimento da adsor¢do e penetragdo viral

(BRUNETON, 2001; SANTOS & MELLO, 2004).

r

O papel bioldgico dos taninos ¢ fonte de vérias
investigacdes. Acredita-se que os taninos estejam envolvidos no
sistema de defesa quimica das plantas contra uma ampla variedade de
fungos, bactérias e leveduras. Eles auxiliam na adaptacdo a condi¢des
climaticas adversas e podem aumentar a resisténcia a insetos
(GEBREHIWOT et al., 2002; SANTOS & MELLO, 2004). A planta
produz altos niveis de fendis quando passa por algum processo de
cicatrizagdo. Proximo ao ferimento os fenois sao oxidados a quinonas
e a polimeros complexos conhecidos como fitomelanina marrom, que
sdo freqiientemente mais toxicos aos invasores do que os fenodis

(SILVA & SILVA, 1999).
2.1.2.5 Métodos de anélise

Devido a grande variabilidade de estruturas, alta
reatividade, oxidagdo e complexacdo com macromoléculas, o
isolamento, identificacdo e quantificagdo de taninos ¢ um processo
muito complexo. Mesmo assim, os taninos vegetais vém sendo
quantificados por diversas técnicas de precipitacdo de proteinas ou
métodos colorimétricos, sendo o ultimo o mais utilizado. Dependendo
do tipo de tanino a ser buscado podem-se selecionar diversos tipos de
ensaios para a quantificagdo e determinacdo dos compostos. Em todos
os testes quimicos, colorimétricos ou de precipitagdo sdo conhecidas
vantagens e desvantagens. Muitos sdo os fatores que interferem nas
analises, fato este que deve ser verificado previamente. Fatores como

temperatura do meio, tipo e data de coleta do material vegetal,
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suscetibilidade de enzimas, proteinas, microrganismos, composi¢ao
do meio de incubagdo, entre outros sdo passiveis de alteracdes
significativas nos resultados a serem obtidos (MONTEIRO et al.,
2005). Além disso, as diferencas nos resultados podem estar
relacionadas aos métodos de extracdo e/ou processamento das
amostras antes da andlise. Ocorre que na maioria dos trabalhos com
plantas herbaceas ¢ feita a andlise de toda a parte aérea, sem a
separacao de folhas, caules e flores (NOZELLA, 2001).

Embora tenham sido propostas diferentes abordagens para
andlises de metabolitos secundarios, a separagdo e quantificagdo
destes nos extratos permanecem dificeis, especialmente a
determinagdo simultanea de metabdlitos em uma Unica analise. A
CLAE ¢ um dos métodos de escolha para a analise de flavonoides e
taninos neste trabalho devido a sua versatilidade e precisao, além de
ser uma ferramenta muito adequada para separagdo e quantificagao
(CHENG et al., 2007). Apds o desenvolvimento de um método, ¢ de
fundamental importancia que este seja validado de acordo com os
parametros: especificidade, linearidade, robustez, limite de deteccao
(LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo, de acordo
com a Resolucao R.E. n° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA
(BRASIL, 2003) e a norma Q2 (R1) (ICH, 2005).

2.1.2.6 Taninos em plantas forrageiras

Os TC estao presentes na fragdo de fibra alimentar de
diferentes alimentos e podem ser considerados fatores
antinutricionais para alimentag¢do animal. Em leguminosas e cereais

os taninos tém recebido consideravel atencao, pelos efeitos adversos
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na cor, sabor e¢ qualidade nutricional. Leguminosas taniferas podem
aumentar o nivel de silagens, prevenindo a excessiva degradacdo das
proteinas do alimento e aumentando a durabilidade (MAKKAR,
2003b). Por isso, a avaliacdo da presenca e concentragdo de TC ¢ um

fator importante nos estudos de plantas forrageiras.

Em espécies forrageiras os TC podem ter efeitos negativos
ou positivos no valor nutritivo dependendo da concentragdo em que
se encontram. Altas concentracdes (60-100 g/kg) reduzem o consumo
voluntario pelos ruminantes, a palatabilidade, a eficiéncia digestiva e,
consequentemente, ha baixo desempenho produtivo dos animais.
Altas concentragdes também estdo relacionadas com elevados niveis
de lignina, proteina bruta e baixa digestibilidade in vitro de matéria
seca (DIVMS). Em moderadas e baixas concentragdes (20-40 g/kg)
seus efeitos em ruminantes sao benéficos, prevenindo infecgdes e o
timpanismo, aumentando a absorcdo protéica e a distribui¢do de
nitrogénio dos aminoacidos essenciais (GEBREHIWOT et al., 2002;
PINEDO, 2008).

No processo ruminal, os taninos hidrolisaveis sao
degradados por micro-organismos enquanto que os TC ndo. Isso
ocorre devido a interacdio TC-proteinas fazendo com que estes
complexos sejam insoluveis ao pH ruminal. Este processo protege as
proteinas de degradagao no rumen, reduzindo a taxa de fermentacao e
prevenindo um processo conhecido como timpanismo. Pastagens com
niveis de taninos moderados aumentam a absor¢do protéica no
intestino delgado e abomaso. Isto se reflete no incremento da
lactacdo, crescimento de 12 em ovelhas, ganho de peso, e também

promovendo a saiade animal contra efeitos de parasitas
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gastrintestinais (GEBREWIHOT et al., 2002; MAKKAR, 2003a;
PINEDO, 2008).

O conhecimento acerca do controle molecular na
biossintese de TC estd aumentando rapidamente. Objetiva-se que a
engenharia genética possibilite a expressao de niveis aumentados de
TC nas folhas de plantas forrageiras importantes na agricultura como
o trevo branco e o azevém perene, que sdo espécies capazes de
suportar a desfolha sob pastejo continuo. Isso poderia levar ao uso
generalizado de TC em sistemas de pastagem de clima temperado

(AERTS et al., 1999).
2.1.3 Flavonoides

2.1.3.1 Generalidades

Com mais de oito mil compostos, estes polifendis sao
subdivididos em varias classes como flavonois, flavonas, isoflavonas,
diidroflavonoéis e chalconas (MACHADO et al., 2008). A estrutura
quimica dos flavonoides ¢ baseada em 15 carbonos (C6-C3-C6),
sendo que as duas extremidades de seis carbonos sdao anéis
aromaticos (VOLP et al., 2008).

Os flavonoides sdo compostos derivados da via do 4cido
chiquimico a partir da atuagdo da enzima fenilalanina-amonio-liase
(PAL). A PAL ¢ regulada por fatores ambientais, como o nivel
nutricional, luz (pelo efeito do fitocromo) e infec¢ao por fungos. Os
flavonoides estdo envolvidos principalmente na sinaliza¢do quimica
entre individuos (alelopatia, polinizagdo) e na protecdo contra

radiagdo ultravioleta. Outra enzima importante também atua na
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biossintese de flavonoides ¢ a chalcona-sintase (CHS) (PERES,
2004).

As propriedades farmacoldgicas ou biologicas dos
flavonoides estdo relacionadas com atividades antioxidantes,
retardando ou inibindo a oxidagdo de lipidios ou outras moléculas,
evitando, assim, o inicio ou a propagacao de reacdes de oxidagdo em
cadeia (MACHADO et al., 2008). Desta forma, os flavonoides
possuem multiplos efeitos biologicos na saude humana, como
antinflamatorios, vasodilatadores, antitumorais, antimicrobianos,
antivirais, inibidores da agregacdo plaquetdria e prevengdo de
doengas cardiovasculares (VOLP et al., 2008).

A capacidade antioxidante dos flavonoides, e, portanto, a
sua via de degradacdo oxidativa, estd ligada as suas caracteristicas
estruturais. A presenga de oxigénio acelera a queda de rutina e
quercetina. Por isso, sugere-se que esta associacdo seja resultante da
capacidade antioxidante destes flavonoides (BUCHNER et al., 2006).

A grande diversidade estrutural destes compostos ¢
explicada pelas modificacdes que estes podem sofrer a partir de
hidroxilagdes, metilagdes, acilagdes, glicosilagcdes, entre outras
(LOPES et al., 2000). Modificacdes estruturais alteram as
propriedades biologicas dos flavonoides (DIXON & STEELE, 1999).

2.1.3.2 Flavonoides em leguminosas forrageiras

As leguminosas sdo interessantes para estudos sobre
flavonoides, por produzirem compostos com estruturas quimicas e
funcdes fisiologicas especificas (AOKI et al., 2000). Os flavonoides

também desempenham papéis fundamentais na adaptagdo de
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leguminosas aos seus ambientes biologicos, agindo tanto como
compostos de defesa (fitoalexinas), quanto em sinais quimicos na
fixacdo simbiodtica de nitrogénio. As leguminosas sdo uma fonte
importante de alimentos e forragem e por isso os efeitos de
flavonoides oriundos de leguminosas sobre a satide humana e animal
estao sendo estudados (DIXON & STEELE, 1999).

Alguns flavonoides e isoflavonoides tém sido usados
como marcadores moleculares de leguminosas (GOMES et al., 1981).
Como exemplo tem-se os compostos daidzeina, genisteina,
formonetina e biochantina A, que sdo muito comuns no género
Trifolium L. Em trabalho de Dettenborn (2009) foram encontradas
isoflavonas do tipo formonetina e biochantina em serradela
(Ornithopus micranthus (Benth.) Arechavaleta). Basualdo et al.
(2003) identificaram canferol, quercetina e isoramnetina em
populagdes de Lotus glaber Mill., sendo que a populagdo oriunda de
San Vicente, Argentina, ndo mostrou quercetina, mas apresentou as
maiores concentragdes de isoramnetina. Essa populagdo mostrou
maior resposta a fertilizagdo fosfatada, o que sugeriu um possivel
controle genético sobre tal fator.

Sendo os taninos e flavonoides compostos do
metabolismo secundario dos vegetais, estas substancias estdo sujeitas
a alteracdo decorrente de fatores climaticos, edaficos, manejo e acdo
externa por herbivoria ou patogenos. Dentre os aspectos edaficos
mais limitantes ao crescimento vegetal estd a acidez do solo. Assim,
as pastagens naturais do sul do Brasil crescem em solos com elevada

concentracdo de Al, além de baixa fertilidade.
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2.2 Acidez do solo
2.2.1 Generalidades

A acidez dos solos brasileiros ¢ uma das principais causas
da baixa produtividade encontrada no pais. Os solos acidos contém
teores toxicos de Al, de manganés (Mn), baixos teores de célcio (Ca)
e magnésio (Mg) além de dificultar uma adequada absor¢do de
nutrientes (RALJ, 2011).

O Al é um dos principais elementos minerais do solo e
compreende cerca de 7% da crosta terrestre. Como conseqiiéncia das
precipitacdes pluviométricas, da drenagem da solugdo do solo ao
longo do perfil, ocorre a lixivigdo de cations com reagdes basicas,
como Ca, Mg e potassio (K), diminuindo o pH do solo. Em pH baixo,
o H" atua sobre os minerais, liberando AI’" que fica
predominantemente retido a argila do solo. Assim, quanto mais acido
o solo, maior a quantidade de Al (BOHNEN et al., 2006). Em pH
neutro ou fracamente acido, esse cation predomina sob a forma
insoltivel de aluminossilicato ou 6xido ¢ hidréxido. Quando o solo
torna-se mais acido, com pH inferior a 5, o Al € solubilizado, atuando
na solu¢do do solo, sendo absorvido pelas raizes das plantas e
causando fitotoxidez.

Os solos do Rio Grande do Sul sdo naturalmente pobres
em P e K. Levantamento sobre os resultados de analises de solo,
efetuadas em laboratorios de rotina deste estado, mostrou que 44%
das amostras analisadas, tinham valores de pH em agua menores que

5,5 (SANTOS et al., 2001).
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2.2.2 Toxidez de aluminio as plantas

Como base para o crescimento das plantas, o solo
condiciona o bom desenvolvimento vegetal as suas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas. A acidez, por sua vez, aumenta a
atividade do Al na solucdo do solo, restringindo o crescimento da
planta (SOUZA et al., 2007). Quando esse cation ¢ absorvido pelas
plantas, ele inibe o alongamento da raiz severamente € em poucas
horas (VARDAR & UNAL, 2007). A toxidez por Al em solos acidos
¢ o primeiro fator limitante a produgdo agricola em muitas regides do
globo terrestre, principalmente, aquelas de climas tropicais e
subtropicais.

O Al interfere em uma gama de processos fisicos e
celulares. A toxidez potencial de Al pode resultar em complexas
interagdes com o apoplasto, membrana plasmatica e alvos
simplasticos. Alguns sintomas e respostas do Al-toxico sdo
detectaveis dentro de segundos a minutos apos a exposicdo ao Al,
outros sao apenas perceptivel apos exposicdo em longo prazo
(KOCHIAN et al., 2005).

Embora uma grande parte do Al interaja com alvos
apoplasticos, uma pequena fracdo entra no simplasto e interage com
metais. A gravidade da toxicidade do Al depende das concentracdes
de Ca?" e de outros cations na solu¢do externa, da forca idnica das
solugdes, pH, presenca de quelantes, tipo de célula e gendtipo da
planta (VARDAR & UNAL, 2007). A toxidez pelo Al causa inibigdo
do crescimento de raizes e caules, alteracio do contetido de

metabolitos e de proteinas em células radiciais, causando disfungao
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metabolica no citosol, nas mitocondrias € em outros componentes
celulares (NAVASCUES et al., 2012).

O sintoma mais evidente e mais rapido da toxidez do Al ¢
a inibi¢do do crescimento e danos no sistema radicial (ECHART &
CAVALLI-MOLINA, 2001). Estas alteragbes na morfologia
radicular resultam em curvaturas, inchagos, rachaduras, rompimentos,
alteragdes na coloracdo, endurecimento. As raizes finas e os pélos
radiciais sao reduzidos como decorréncia da acdo do Al. Ocorre o
espessamento radial desigual das células, originando cortex
desparelho, o que causa estresse mecanico sobre a epiderme. Todos
estes danos resultam em sistemas radiciais reduzidos e danificados,
com absorcao limitada de 4gua e de nutrientes.

Os danos observados em caules sdo considerados
respostas aos danos radiciais. Nos caules os sintomas podem aparecer
como modificacoes celulares nas folhas, abertura estomatica
reduzida, diminuicdo da atividade fotossintética, clorose e necrose
foliar (VARDAR & UNAL, 2007). Existem trabalhos demonstrando
que a presenca do Al induz ao aumento de Ca ™ citotoxico nas pontas
de raizes que, ¢ capaz de interromper os processos metabolicos
dependentes de Ca, como divisdao e alongamento celular, e termina
por inibir o crescimento radical (MA et al., 2002).

O actimulo de Al na parede celular exerce um efeito
prejudicial sobre o crescimento e funcdo das raizes de trés maneiras.
Primeiramente ocorre uma diminuicdo da absor¢do de cations
basicos, que conjugados ao Al possuem limitada capacidade de
deslocamento. O Al ligado a parede celular reduz a expansao celular,

o alongamento da raiz, a absor¢do de nutrientes ¢ a circulacdo de
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agua e solutos através do apoplasto (KOCHIAN et al., 2005;
VARDAR & UNAL, 2007). fons de Al ligados na membrana
plasmatica perturbam o processo de transporte através da membrana
plasmatica e podem diminuir a divisdo celular através da sua
interferéncia na sintese de DNA (ECHART & CAVALLI-MOLINA,
2001; SINGH et al., 2012). Por conseguinte, a forte e rapida ligacdo
de Al pode alterar as propriedades mecanicas e estruturais da parede
celular tornando-a mais rigida, reduzindo a extensibilidade mecanica
desta particularmente necessaria para a expansao de células normais
na zona de alongamento da raiz (KOCHIAN et al., 2005; VARDAR
& UNAL, 2007).

A membrana plasmatica também ¢ alterada pela
conjugacdo do Al. As interagdes podem modificar a estrutura da
membrana plasmatica, bem como o ambiente i0nico proximo da
superficie da célula, conduzindo a distirbios no transporte de ions em
processos que podem perturbar a homeostase celular (KOCHIAN et
al., 2005).

Viérios estudos tém mostrado que a rizotoxidez causada
por baixo pH (<5,0) induz a acidificagdo citoplasmatica,
despolarizagdo da membrana, disturbios na permeabilidade e
alteracdo no fluxo de ions ¢ em atividades enzimaticas. Ja, o estresse
por Al afeta a permeabilidade, potencial e respiracdo das membranas
de células corticais de ponta de raiz. A despolarizacdo da membrana
esta estritamente relacionada a sensibilidade ao Al em cultivares de
cornichdo. Gendtipos mais tolerantes demonstraram despolarizagdo
mais forte do que gendtipos sensiveis (PAL'OVE-BALANG et al.,
2012).
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Raizes de cornichdo expostas ao Al apresentaram alto
contetido de acido malico, succinico e fumadrico, demonstrando que o
estresse causado pelo Al estd diretamente ligado a alteragdes na
sintese de acidos organicos e na regulacao de enzimas chave para a
desintoxicacio de Al (NAVASCUES et al., 2012). Em estudo de
Pifieros et al. (2005) foi observado que genotipos de milho (Zea mays
L.) tolerantes ao Al exibiram forte exsudacdo de Al quelatizado por
acidos organicos, evidenciando que, embora a liberagdo de acidos
organicos pela raiz possa desempenhar um papel na resisténcia ao Al,
nao ¢ claramente o unico, ou o principal mecanismo de operagao de
resisténcia.

Os niveis de macro e micronutrientes nos tecidos das
plantas também sdo afetados pelo Al e a magnitude deste efeito
depende de genotipos e da concentragao de Al (MACEDO & JAN,
2008).

2.2.3 Efeito em pastagens naturais

Pastagens naturais e cultivadas sdo uma base importante
para alimentacdo em paises latino-americanos. No Rio Grande do Sul
as pastagens naturais cobrem uma area aproximada de 12 milhdes de
hectares e constituem o grande recurso forrageiro responsavel pela
producdo animal. A utilizagdo de campos nativos gauchos teve inicio
no século XVII, e hoje exige formas de utilizagdo mais racionais de
seus recursos forrageiros. O melhoramento de pastagens deve ser
integrado aos diferentes sistemas de produgdo agropecudrios com
alternativas que possam gerar incrementos na sua produtividade como

o uso de pastagens cultivadas, a conservacao de forragem, adubagdo e
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o proprio melhoramento de pastagem natural pela introducao de
espécies (MOOJEN & MARASCHIN, 2002).

No RS a introdugdo de espécies forrageiras para a
melhoria de campos nativos esta limitada a acidez do solo. Muitas das
espécies leguminosas sobressemeadas ndo toleram a baixa fertilidade
e a acidez dos solos. Entre as leguminosas forrageiras introduzidas e
adaptadas para o sul do Brasil, as espécies de Lotus spp. possuem
bom rendimento e toleram a acidez e a baixa fertilidade dos solos. As
espécies deste género tém as vantagens de ndo causarem timpanismo,
adaptam-se a solos inférteis, e sdo moderadamente tolerante a baixos

pH e salinidade do solo (MAROSO et al., 2009).
2.2.4 Medidas preventivas e corretivas

Cinquenta por cento dos solos potencialmente araveis sdo
acidos e em pH baixo (pH<5,0) formas toxicas de Al sdo
solubilizadas na solu¢ao do solo, inibindo o crescimento radical e
reduzindo o rendimento de graos (KOCHIAN et al., 2005). Porém, se
corrigidos corretamente, possuem alto potencial produtivo. Os ganhos
de produtividade seriam decorrentes da neutralizacdo da acidez, das
melhorias no ambiente de crescimento radicial, tanto em relacao ao
uso da dgua, como da disponibilidade nutricional e das caracteristicas
quimicas do solo (SOUZA et al., 2007).

A redugdo do teor de Al do solo pode ser obtida com a
calagem, ou o seu efeito pode ser evitado com a utilizagdo de
cultivares tolerantes. Estas medidas podem atenuar ou eliminar os
efeitos negativos da acidez e aumentar o fornecimento de alguns

nutrientes, como Ca e Mg (SOUZA et al., 2007). Além disso, podem
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diminuir os custos de implantagdo e de manutencao da cultura e
permitir melhor desenvolvimento em situagdes de estresse hidrico,
pois as plantas tolerantes apresentam melhor desenvolvimento do
sistema radicial (JANKE et al., 2010).

Devido a importancia agrondmica, o melhoramento de
culturas para a resisténcia ao Al tem sido uma area de sucesso e alvo
de muitas pesquisas (KOCHIAN et al., 2005). O desenvolvimento de
cultivares capazes de crescer e se estabelecer em solos acidos ¢ uma
alternativa ambiental e economicamente sustentavel, pois melhora o
uso da 4agua e auxilia na reducdo dos custos com calagem (JANKE et
al., 2010). No entanto, os principios moleculares, genéticos e
fisioldgicos ainda ndo sdo bem compreendidos. Apesar do interesse
de muitos investigadores, nenhum gene de resisténcia ao Al foi ainda
clonado (KOCHIAN et al., 2005).

Plantas que existem na presenca de Al potencialmente
toxico devem ser capazes de evitar o contato direto de fons AI’" as
estruturas vitais e processos metabolicos. Os mecanismos fisioldgicos
de resisténcia ao Al podem ser mediados através de exclusdao de Al a
partir do apice ou tolerancia de Al intracelular transportado via
simplasto. A precipitagio extracelular ou desintoxicagdo de Al’" sdo
mecanismos implicitos de exclusdo (KOCHIAN et al., 2005).

As plantas podem ser capazes de tolerar altos niveis de Al
no simplasto ou ser capazes de desintoxicarem-se. As espécies
diferem quanto ao grau de tolerancia ao Al, caracteristica essa que ¢
geneticamente controlada, podendo ser monogénica ou poligénica
dependendo da espécie. A fitotoxidez do Al ¢ um mecanismo de

tolerancia complexo e a multidisciplinariedade pode auxiliar na
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elucidacdao dos varios aspectos envolvidos na obtencdo de cultivares
tolerantes (ECHART & CAVALLI-MOLINA, 2001). No contexto do
trabalho, os mecanismos das plantas que possibilitam a tolerancia ao
Al tem relevancia, pois estdo relacionados com a produgdo e
exudacdo de compostos metabdlicos. O subitem a seguir, enfatiza

estes aspectos.
2.2.5 Mecanismos de tolerancia ao aluminio

O Al tende a formar complexos fortes com doadores de
oxigénio. Evidéncias experimentais mostraram que a complexacao
com exsudatos quelantes ou ligacdio a mucilagem podem
desempenhar um papel principal na prevencao do acimulo de Al
fitotoxico no apoplasto e no simplasto (KOCHIAN et al., 2005;
VARDAR & UNAL, 2007)

A resisténcia a este elemento quimico pode ser ativada via
mecanismos que facilitem a sua exclusao pelo apice radicial e ou
mecanismos que confiram tolerancia a sua presenca (KOCHIAN et
al., 2005). O primeiro mecanismo estd relacionado a habilidade de
excluir o Al, imobilizé-lo nas paredes celulares, a permeabilidade
seletiva na membrana plasmatica, a formacao de uma barreira de pH
induzida na rizosfera e a exclusdo de ligantes quelados (KOCHIAN et
al., 2005). O segundo envolve mecanismos de tolerdncia a altas
concentragdes de Al no simplasto da raiz e pode estar relacionado a
quelagdo no citosol, seqiiestro de Al nos vactolos por carboxilatos,
compartimentacao, ligacdes Al-proteinas e evolucdo de enzimas
tolerantes ao Al (KOCHIAN et al., 2005). Plantas como trigo

(Triticum aestivum L.) e milho (Zea mays L.) conseguem acumular
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Al na forma i6nica em vactolos de células da epiderme e do apice
radical, o que caracteriza tolerancia ao Al (PINEROS et al., 2005).

As evidéncias deste mecanismo de resisténcia ao Al que
envolve a desintoxicagdo e seqiiestro interno sao recentes. Porém as
evidéncias mais convincentes concentram-se em uma resisténcia com
base no mecanismo de quelacdo e de exclusdo de Al extracelular via
Al-acido organico ativado (PINEROS et al., 2005; KOCHIAN et al.,
2005). A exsudacdo de quelatos de Al reduz a atividade de ions livres
de Al e, conseqlientemente, a sua ligacdo com a parede celular de raiz
e/ou membrana plasmatica. O tipo de carboxilato secretado por raizes
pode variar, dependendo da espécie de planta tolerante ao Al, porém
a secrecdo de citrato e malato sd3o as mais comumente citadas
(KOCHIAN et al., 2005; VARDAR & UNAL, 2007). A resisténcia
ao Al em um grande nimero de magnolitfitas foi correlacionada a
altos niveis de liberagao de Al quelado a citrato, oxalato ¢ malato
(NAVASCUES et al., 2012).

Nas plantas, o Al torna-se complexo com fosfato e
carboxilatos secretados do &pice radicial, mas pode também formar
complexos fortes com substancias fenolicas, pectatos, ou
polissacarideos sider6foros (KOCHIAN et al., 2005; VARDAR &
UNAL, 2007). Grupos fenélicos sdo fortes elementos quelantes de Al
e podem contribuir para a desintoxicacdo em baixas quantidades
capazes de superar as barreiras operacionais em variedades tolerantes
(PAL'OVE-BALANG et al., 2012).

Exsudagdo de compostos fendlicos tem sido descrito por
muitos autores e sdo capazes de inverter os efeitos toxicos do Al. No

entanto, eles sdo menos eficientes em concentragdes equimolares de
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citrato. Através de uma reacdo de desprotonagdo, os fendis em
presenga de grupos carboxilicos, a partir de 4cidos organicos, podem
estreitar a interagio entre A’ e o 4cido orgénico ligante, aumentando
a estabilidade para o complexo. Também tem sido argumentado que
fenois podem favorecer a ligacdo Al-acido organico por inibir micro-
organismos da rizosfera capazes de degradar os acidos organicos
(VARDAR & UNAL, 2007).

Taninos também estdo envolvidos na estocagem de Al nos
vactolos. A exposi¢do ao Al aumenta significativamente o contetdo
de taninos em raizes de cornichdo. Diferengas no conteudo de TC
entre cultivares nao foram verificadas, portanto a exsudacao de acidos
organicos pode ser uma possivel razdo para as diferencas na
tolerancia ao Al entre as cultivares. Quando avaliados apenas em pH
baixo, sem a presenga de Al, as cultivares nao apresentaram nem
acidos organicos, nem taninos, o que justifica o papel especializado
destes metabolitos na desintoxica¢do de Al (PAL'OVE-BALANG et
al., 2012).

Investigagdes recentes mostraram que houve indugao pelo
Al de exsudacdo de flavonoides do tipo quercetina e catequina em
pontas de raiz de uma variedade de milho resistente ao Al. O estimulo
da exsudagdo desses compostos fenolicos do tipo flavonoides foi de
acordo com a protecdo do alongamento da raiz contra o Al. As
investigacdes sobre maior nimero de variedades de milho e outras
espécies sdo necessarias, a fim de ver se esta exsudagdo de
flavonoides ¢ uma particularidade de certas variedades de milho
resistentes ao Al ou uma propriedade comum do grupo de espécies

resistentes ao Al (KIDD et al., 2001).
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2.3 O género Lotus L.
2.3.1 Generalidades

O género Lotus L. compreende de cem a duzentas espécies
da familia Fabaceae e possui dois centros de origem principais, a
regido mediterranea, que se estende aos desertos africanos e areas
temperadas da Asia, e a regido oeste da América do Norte (DAVYT
& 1ZAGUIRRE, 1997). Espécies do género sdao encontradas
mundialmente, adaptadas a diversos habitats. As espécies sdo anuais
ou perenes, encontradas preferencialmente em regides de clima
temperado imido, com excegdo de regides frias do Artico e areas de
vérzeas tropicais da Asia, centro e sul da América (ARAMBARRYI,
1999; KIRKBRIDE, 1999). Apesar de apresentarem melhor
crescimento em temperaturas relativamente altas e com
susceptibilidade ao congelamento, as espécies de Lotus L. sdo
consideradas plantas de estacdo fria, que podem desenvolver-se em
climas mais quentes em condi¢des adequadas de umidade.

A latitude ¢ um fator limitante no crescimento de Lotus
spp., que ndo se desenvolvem abaixo de 30° Norte ou Sul. Este fato ¢
explicado por serem plantas de dia longo e exigirem 14 h/luz/dia para
floracdo. O crescimento em altas temperaturas, encontradas proximas
aos tropicos, tende a promover doengas de folha e coroa, o que
restringe a produgdo e diminui a persisténcia das plantas. Outro fator
limitante na utilizacdo dessas leguminosas ¢ o seu baixo
estabelecimento devido ao pequeno vigor e tamanho de sementes. A
maior fonte de recursos genéticos de Lotus L. estd na Nova Zelandia

(GREENE, 1999). E um género de facil identificagdo entre as
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leguminosas, tanto em fase reprodutiva quanto vegetativa, devido as
suas caracteristicas morfologicas. Devido ao alto grau de
variabilidade e de polimorfismos descobriu-se que ¢ um género
sujeito a hibridizagdes intra e interespecificas (ARAMBARRI, 1999;
GRANT, 1999; KIRKBRIDE, 1999). Muitos grupos de Lotus spp.
foram construidos com base na morfologia vegetativa da planta,
incluindo seus polimorfismos sazonais (ARAMBARRI, 1999). As
caracteristicas morfologicas, que sdo distintas entre as espécies, sao
responsaveis pelas diferencas na adaptacdo ao ambiente
(BLUMENTHAL & McGRAW, 1999).

Muitas espécies sdo endémicas em determinadas regides
do mundo, capazes de se adaptar a solos alcalinos como L. glaber
Mill. (sin.: L. tenuis), ou a regides umidas como o cornichdo-dos-
banhados (L. uliginosus Schkuhr; sin.: L. pedunculatus), ou ainda se
naturalizar em diversas areas como o cornichio (ARAMBARRI,
1999; KIRKBRIDE, 1999).

As espécies mais importantes do género Lotus L. sdo o
cornichdo, o cornichdo-dos-banhados e o cornichdo-anual (L.
subbiflorus Lag), pelos elevados teores de proteina bruta
(MONTEIRO & PAIM, 1982; SCHEFFER-BASSO et al., 2001),
tolerancia a solos acidos (IZAGUIRRE & BEYHAUT, 1998) e por
ndo causarem timpanismo.

As espécies desse género sdao usadas principalmente para
pastejo direto ou para producdo de feno, controle da erosao do solo e,
ocasionalmente, como plantas ornamentais. Apesar das espécies
anuais apresentarem um enorme potencial em relacao a tolerancia ao

Al, Mn e NaCl, a tunica espécie anual utilizada mundialmente é o
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cornichdo-anual, representado pela cv. El Rincon (BLUMENTHAL
& McGRAW, 1999).

Um dos motivos da popularidade de Lotus spp. como
pastagens, além da produtividade e adaptabilidade, ¢ que nao
ocasionam o timpanismo, ao contrario do que ocorre em pastagens de
trevo-branco nas quais o timpanismo pode promover a mortalidade de
ruminantes. Em Lotus spp. a presenga de TC ¢ o fator que evita este

desajuste.
2.3.2 Taninos condensados em Lotus L.

O cultivo de Lotus spp. ocorre em situagdes onde existam
as mais adversas condi¢Oes edaficas e nutricionais. Estas condigoes
bidticas e abidticas extremas influenciam o nivel de TC, afetando o
metabolismo de nutrientes e a aceitabilidade da forragem (KELMAN
& TANNER, 1990).

O género Lotus L. possui variabilidade significativa no
contetido de TC inter e intrapopulacional em folhas, caules e raizes
(ESCARAY et al., 2007). As divergéncias na literatura a respeito das
concentracdes de taninos em Lotus spp. indicam a existéncia da
interagdo genodtipo X ambiente, bem como da diferenga de
concentracdo nos distintos 6rgaos das plantas (CARTER et al., 1999),
o que poderia ser um fator para explicar tais variagdes.

A variacao dessas substancias em func¢ao do ambiente foi
relatada por Barry & Forss (1983). Gebrehiwot et al. (2002)
apontaram diferencas marcantes quanto aos teores de TC em
cornichdo, cornichdo-dos-banhados e L. glaber, mas verificaram que

os teores ndo variaram entre plantas cultivadas no campo e em
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ambiente protegido. Isso sinalizaria para a validade de realizar a
selecdo de genotipos quanto a esse atributo em casa-de-vegetacao.

Haring et al. (2007) verificaram que em cornichdo a
concentracdo de TC em folhas (43 g/kg) foi o dobro em relagdo a
raiz (26 g/kg), enquanto em caules foi de apenas 12 g/kg. Segundo os
autores, para que haja melhor previsdo das variacdes estacionais
desses compostos, a alocacdo da matéria seca (MS) nas plantas ¢ uma
importante informacao a ser obtida. Assim, para haver maior precisao
na determinagdo dessas substancias na forragem disponivel aos
animais, deveria ser considerada a concentracao de TC nas distintas
partes da planta.

Anuraga et al. (1993) ndo observaram efeito da
temperatura atmosférica e umidade do solo na concentragao de TC
em cornichdo e cornichdo-dos-banhados, sendo constatado que o
potencial para elevagdao desses compostos foi implementado quando
houve restricdo ao crescimento das plantas pelo estresse hidrico e
térmico. Por esse motivo, os autores recomendaram uma cuidadosa
triagem nas concentracdes de TC no desenvolvimento de novas
cultivares. Sivakumaran et al. (2006), pesquisando sobre a variagao
de TC em 15 espécies de Lotus L. encontraram valores estimados
entre 2 a 74 gde TC/kg de MS no inverno e 7 a 109g de TC /kg de
MS na primavera, sendo que cornichdo apresentou concentragdes de
22 g de TC/kg de MS no inverno e 55 g de TC/kg de MS na
primavera. Os autores consideram que plantas que contenham alta
concentragdo de taninos podem ser encontradas em ambientes com

baixa disponibilidade de recursos. A acidez e solos inférteis em
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baixas e altas altitudes podem favorecer o acimulo de taninos nos

tecidos vegetais.
2.3.3 Lotus corniculatus L.

O cornichao ¢ a espécie de maior amplitude ecogeografica
dentre as encontradas no género Lotus L. E adaptada a diversas
condicdes edaficas, como solos secos, mal drenados, acidos, salinos e
inférteis, onde normalmente outras leguminosas nio se estabelecem
ou tem pouca persisténcia (GREENE, 1999). E uma leguminosa
forrageira de grande importancia em diversos paises, especialmente o
Uruguai, onde ¢ utilizada no melhoramento de extensas areas de
pastagens naturais. O cornichdo ¢ usado para estabilizagdao de solos,
revegetacao e pastagens (BLUMENTHAL & McGRAW, 1999).

E uma espécie perene, que pode persistir na pastagem por
meio da sobrevivéncia da planta-mae e por ressemeadura natural
(MAROSO & SCHEFFER-BASSO, 2007). Apesar da tolerancia a
solos pobres e acidos, responde bem a calagem e, para produgdes
adequadas, a fertilidade deve ser melhorada, principalmente com
aplicagoes de P e K (HUGHES, 1981). O cornichao também pode ser
utilizado para reducdo de niveis excessivos de selénio e boro em
ambientes irrigados (GREENE, 1999).

A vasta adaptagdo ambiental dessa leguminosa originou-se
da continua hibridizagdo intraespecifica. A espécie apresenta
polimorfismo para muitos caracteres como habito de crescimento,
grau de pubescéncia, cor de folha, nimero de flores por umbela,

compatibilidade reprodutiva, morfologia de raiz, caridtipo,
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caracteristicas de qualidade de forragem, resisténcia a insetos e
constituicdo molecular e bioquimica (STEINER, 1999).

A Unica cultivar desenvolvida no Brasil ¢ a cv. Sao
Gabriel, resultante de trabalhos realizados na Estacdo Experimental
de Sao Gabriel, Rio Grande do Sul, entre 1955 e 1965, quando seu
cultivo se expandiu para outros paises da América do Sul (PAIM,
1988). Essa cultivar apresenta melhor desenvolvimento com pH do
solo entre 6,0 ¢ 7,0 (PRESTES & JACQUES, 2002). Apresenta
versatilidade quanto ao manejo e alteragdes na distribuicdo da
producao anual, com maior concentragdo no verao quando o primeiro
corte ocorre no florescimento (SCHEFFER-BASSO et al., 2005).

Sua baixa utilizagdo no sul do Brasil pode estar ligada ao
habito nao propicio ao pastoreio (MAROSO & SCHEFFER-BASSO,
2007), que facilita a remogao das gemas responsaveis pelo rebrote
das plantas. Outro fato importante ¢ que quando em consorciagoes
com espécies mais agressivas, o cornichdo perde espaco por
apresentar menor taxa de crescimento. A baixa taxa de crescimento
das plantulas de cornichao esta relacionada com a sua alta relacao
raiz: parte aérea, fator este que o torna competitivo em solos de baixa
fertilidade onde um sistema subterraneo mais desenvolvido confere
maior habilidade de absor¢ao de nutrientes (ELIAS & CHADWICK,
1979).

Existem publicagdes na literatura sobre producdo de
metabolitos secundarios nessa espécie, porém héa poucas informagdes
sobre a cv. Sao Gabriel. Nesse sentido, destaca-se o estudo de Moro
et al. (2010), que determinaram teores de proteina bruta (PB), fibra

em detergente acido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN),
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fenois totais (FT), taninos totais (TT) e TC. Os autores obtiveram de
1,99 g de TC/kg de MS e flavonoides do tipo rutina e vitexina na cv.
Sdo Gabriel. Em recente trabalho de Koelzer et al. (2009) foram
evidenciados os compostos canferitrina, acido oleandlico e -
sitosterol na mesma cultivar, em que ficou comprovada a sua
atividade anti-inflamatoria e antibacteriana. Hedqvist et al. (2000)
encontraram baixos niveis nessa espécie entre 2 ¢ 17 g de TC/kg de
MS. Ramirez-Restrepo et al. (2004, 2006) verificaram teores de 8,3 a
28,7 g de TC/kg de MS e Acuia et al. (2008) obtiveram valores entre
47 e 87 g de TC/kgde MS para o mesmo atributo.

Ehlke & Le Gare (1993) constataram que elevadas
temperaturas reduziram os teores de TC na maioria dos acessos de
cornichdo, demonstrando que a producdo desses metabolitos ndo ¢é
previsivel para plantas testadas em somente um ambiente,
principalmente no caso de programas de melhoramento genético. Foo
et al. (1996), estudando as proantocianidinas em cornichdo,
encontraram que os TC desta espécie sao formados principalmente
por epicatequina (67%) e epigalocatequina (30%), com menores
quantidades de catequina. Essas substancias sao mondomeros de TC
cuja proporcao pode variar entre espécies.

Para Reynaud & Lussignol (2005), ha indicios de que o
cornichdo possui riqueza e diversidade de flavonoides e que o estudo
de tais substancias pode ser utilizado em investigagdes sobre a
especiagdo do complexo L. corniculatus (cornichdo) ou da variagao
de flavonoides em funcdo da altitude. Os autores verificaram que as
plantas tetraploides mostraram maior diversificacdo quanto ao

conteido de polifendis. Além disso, em maiores altitudes, com
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condicdes climaticas normalmente mais instaveis, foram encontraram
dois tipos diploides da espécie, com perfil homogéneo e pouca

quantidade de polifenois.
2.3.4 Lotus uliginosus

O cornichdao-dos-banhados tem distribui¢ao mais restrita,
condi¢cdes edaficas e climaticas mais especificas em relagdo ao
cornichdo. No entanto, tem elevada adaptacdo a solos acidos, de
baixa fertilidade e com altas concentracdes de Al (BLUMENTHAL
& McGRAW, 1999).

E uma espécie perene rizomatosa e estolonifera,
promissora quando sobressemeada em locais imidos, e facilmente
superada por trevo-branco quando semeada em terras de montanha,
devido a sua menor tolerancia ao congelamento. Adapta-se melhor a
altas temperaturas do que o cornichdo, sendo que a taxa de
crescimento aumenta quando cultivado em temperaturas de 22 a
26°C. Relatos antigos afirmam que o cornichdo-dos-banhados possui
extenso sistema subterraneo, formado por coroa e raiz pivotante
central que ddo origem a uma rede de rizomas, estoldoes e raizes
fibrosas capazes de colonizar o solo com sucesso e formar um tapete
natural (CARAMBULA et al., 1994a). No entanto, Maroso et al.
(2009) apontaram que os caules subterraneos, até hoje citados como
rizomas, na maioria dos trabalhos, ndo sdo, de fato, rizomas. Os
autores, mediante estudos ontogenéticos € anatOmicos, constataram
que sao caules soboliferos, cuja origem ndo ¢ na plimula do embrido,

e sim, adventicia.
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E uma espécie muito apreciada pelos produtores rurais na
Nova Zelandia e nos Estados Unidos para ser cultivada para feno e
producdo de silagem (DAVYT & IZAGUIRRE, 1997). Na Australia,
seu cultivo tornou-se interessante apds o reconhecimento de suas
potencialidades: ndo provocar timpanismo, aumentar a absorcao de
aminoacidos no rumen, resistir a insetos, superar as producgdes de
trevo-branco quando em solos com pH abaixo de 5,2, tolerar solos
alagados e ser eficiente na absor¢cdo de P (HARRIS et al., 1983).
Mostrou-se mais adequada em areas ensolaradas de altas altitudes e,
quando em 4areas de pastagens melhoradas, nas quais a capacidade
competitiva ndo foi favorecida pelas condi¢des edaficas, a espécie
obteve fracasso. No entanto, ¢ considerada uma espécie de baixo
desempenho produtivo, estabelecimento lento e baixa habilidade
competitiva  quando  acompanhada por outras  espécies
(BLUMENTHAL & McGRAW, 1999).

A cultivar mais amplamente cultivada ¢ a cv. Maku,
selecionada a partir de ecotipos neozelandeses, com introdugdes de
Portugal, que apos a selegdo sofreu duplicagdo cromossomica
(CARAMBULA et al., 1994a). Apos longo periodo de selegdo, a cv.
Maku apresentou uma melhora na capacidade produtiva, tamanho de
semente, vigor de plantulas, tamanho de folhas e espessura de caules
(ARMSTRONG, 1974; HERNANDEZ et al., 2005).

De genoma tetrapldide, o cornichdo-dos-banhados possui
otimo crescimento hibernal, persisténcia e alta producdo de forragem,
caracteristicas estas direcionadas a melhora de campo nativo com

pecuéria extensiva (CARAMBULA et al., 1994a). Os tipos de solo
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possuem um grande efeito no estabelecimento desta espécie, que
prefere solos imidos (HERNANDEZ et al., 2005).

Trazido para o Brasil, a cv. Maku apresentou elevada
capacidade de estabelecimento em solos mal drenados, mas escasso
florescimento. A sele¢do genética com linhas de policruzamento pela
Epagri, em Santa Catarina, deu origem a cv. Serrano, com algumas
caracteristicas peculiares, como foliolos com pouca pilosidade,
tolerancia ao sombreamento, bom estabelecimento e produgdo de
sementes viaveis (SCHEFFER-BASSO et al., 2002; EPAGRI, 2012).
A cv. Maku possui maior conteido de proteinas e de polimeros
flavonicos quando comparado ao cornichdo (DAVYT &
[ZAGUIRRE, 1997).

Em estudo de Kelmar & Tanner (1990), o cornichdao-dos-
banhados se destacou por ser a espécie com a maior concentracao de
TC, com média de 59,9 g/kg sendo que varios acessos de outras
espécies de Lotus spp. caracterizaram-se por apresentar niveis de
taninos inaceitaveis (> 60g/kg MS). Os niveis de TC observados por
Gebrehiwot et al. (2002) foram maiores na primavera do que no
verao, o que foi atribuido ao estresse térmico prolongado, que induziu
a quebra de TC anteriormente formados. Kelman (2006) agrupou 38
acessos dessa espécie a partir da regido de origem e demonstrou que a
espécie superou em 2% a concentragdo de TC encontrada em
cornichdo. Os acessos originarios de Portugal obtiveram os mais altos
valores, com 57 g de TC /kg de MS de folhas e 80 g de TC/kg de MS
de folhas e caules. O autor concluiu que os TC estdo negativamente
correlacionados a digestibilidade in vitro de matéria seca (DIVMS) ¢

ao teor de nitrogénio (N) na planta. De acordo com Foo et al. (1996),
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ha diferencas no tamanho e na composi¢ao de polimeros de cornichao
e cornichdo-dos-banhados, ao avaliarem os TC. Tanner et al. (1994),
igualmente, mostraram que no cornichdo esses compostos foram mais
inibitorios na degradagdo da proteina em relagdo aos encontrados no
cornichdo-dos-banhados. Acufia et al. (2008) concluiram que a
variabilidade genética encontrada nessa espécie fez com que os niveis
de TC diferissem entre locais de cultivo, o que permitiu a

identificacao de genotipos uteis ao melhoramento genético.
2.3.5 Lotus subbiflorus

O cornichdo-anual, como seu proprio nome comum refere,
possui duragdo anual. Tem habito prostrado, boa adaptagado a distintas
condi¢des ecologicas e de manejo. E uma espécie européia que se
distribui por todo o Mediterraneo, norte da Africa e Turquia,
chegando a Inglaterra e Irlanda (DAVYT & IZAGUIRRE, 1997).
Possui raiz principal delgada, sem rizomas, ¢ pouco pilosa e com
poucos caules. Foi acidentalmente introduzida no Uruguai e
atualmente ¢ utilizada para a melhoria de pastagens e producdo de
feno (KIRKBRIDE, 1999).

A cv. El Rincon foi liberada em 1987 e tem como
caracteristica a boa adaptacdo as condi¢des adversas de solo,
produzindo forragem de boa qualidade, alto rendimento, excelente
persisténcia e sobressemeadura natural (DAVYT & IZAGUIRRE,
1997; GREENE, 1999). Possui capacidade de colonizagdo bem
definida, adaptada a diferentes tipos de semeadura em pastagens
naturais, sem dificuldade de se integrar a vegetacdo existente, baixos

custos de instalagdo e manutencao, produtividade e rusticidade sem
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requerimentos especiais de manejo, bem adaptada em areas de
pecudria extensiva (BARRIOS et al., 2010).

Essa cultivar possui prolongado processo de germinacao,
suas plantulas tem baixo crescimento inicial e estabelecimento muito
lento (AYALA & BERMUDEZ, 2001). Necessita de condi¢des de
umidade e temperaturas Otimas para que alcance populacdes
adequadas, que conduzam a boa disponibilidade de forragem
(CARAMBULA et al. 1994b).

A espécie € responsiva a adubagado fosfatada e seu pico de
producdo ¢ a partir do final do periodo hibernal (DAVYT &
IZAGUIRRE, 1997). Quanto mais definida e seca tenha sido a
temporada estival, maior sera o éxito na produciao de sementes assim
como a ressemeadura natural (CARAMBULA et al, 1994b).
Atualmente, o cornichdo-anual tem aparecido espontaneamente em
pastagens naturais do Rio Grande do Sul, provavelmente como
impureza em lotes de sementes de outras espécies importadas do
Uruguai (SCHEFFER-BASSO et al., 2002).

Sdo poucos os trabalhos que relatam a composicao
quimica desta espécie. Kelman & Tanner (1990) observaram que a
espécie nao apresentou variacdo no nivel de TC entre solos de
distinto pH, com média de 31,6 g de TC/kg de MS. Krolow et al.
(2004), avaliando os efeitos de P e K na composi¢do bromatologica
de leguminosas, verificaram que a cv. El Rincon apresentou maiores
teores de PB, P e K na matéria seca em relagdo ao trevo-persa
(Trifolium resupinatum L. cv. Kyambro) e ao trevo-subterrdneo

(Trifolium subterraneum L. cv. Woogenellup).
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3 Material e métodos

O trabalho constou de dois ensaios, para a obtencdao de
extratos vegetais de Lotus spp. e validacdo de métodos de CLAE, para
determinagdo de taninos (catequina, epicatequina e acido galico) e
flavonoides (rutina, quercetina e canferol).

Os ensaios foram conduzidos na Universidade de Passo
Fundo, na regido do Planalto Médio do Rio Grande do Sul, com
coordenadas de 28° 15 S, 52° 24”W e a 687 m de altitude, entre junho
de 2011 e novembro de 2012. O clima ¢ fundamental iimido (Cfa) e
variedade subtropical (Cfa), com temperatura média anual de 22 °C
(KUINCHTNER & BURIAL, 2001). As temperaturas médias normais

e ocorridas durante o periodo experimental constam na Figura 1.
3.1 Material vegetal

Para obtengdo do material vegetal foram desenvolvidos os

seguintes ensaios:

3.1.1 Ensaio | — Taninos e flavonoides em Lotus spp. sob distintos

niveis de acidez do solo
3.1.1.1 Tratamentos e delineamento experimental

Neste ensaio, foram avaliadas as concentragdes de taninos
e flavonoides de duas cultivares (cv. Sao Gabriel e cv. Ganador) e da
populagdo UFRGS de cornichdo, de uma cultivar de cornichdo-dos-
banhados (cv. Serrano) e uma cultivar de cornichdo anual (cv. El

Rincén). O material cultivado foi submetido a duas condi¢des de
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acidez do solo, em fatorial 5 x 2. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com quatro repeti¢des, totalizando quarenta

unidades experimentais.

30 4

---&--- T° médias

T° normais

25 A

20 A

Temperatura média (°C)

fev/11 jun/11 set/11 dez/11 abr/12 jul/12 out/12 jan/13

Meses

Figura 1. Temperaturas médias ocorridas no periodo experimental e normais
regionais. Fonte: Embrapa Trigo. http://www.cnpt.embrapa.br.

3.1.1.2 Conducéao do ensaio

O cultivo das plantas ocorreu em condi¢des de ambiente
semi-protegido, composto por cobertura impermeavel transparente e
paredes de tela metdlica transparente (Figura 2). As unidades
experimentais foram vasos com capacidade para 7 kg de substrato
seco. O substrato foi preparado com Latossolo Vermelho escuro
distrofico da Unidade de Mapeamento Passo Fundo. Para isso, foi
realizada uma coleta de solo, na camada de 0 a 20 cm. Apos a coleta,
o solo foi seco ao ar e, posteriormente, peneirado com malha de 1 cm

para a retirada de torrdes.
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Figura 2. Vista geral do local do ensaio. Passo Fundo, RS. 20#

Antes do experimento, o solo foi analisado conforme
Tedesco et al. (1995) e os resultados da andlise indicaram: pH em
H,0: 5.1; indice SMP: 5,0; P: 3,3 mg/dm’; K: 36 mg/dm’; Al: 2,9
cmolc/dm3; Ca: 3,41 cmoly/dm’ ; H+AL 13,7 cmoly/dm’ ; CTC: 22
cmoly/dm’; saturagio por bases: 37 %; saturagdo por Al: 20%;
saturacdo por potassio: 0,4%. Os resultados para argila (61,7%),
matéria organica (2,2%) e magnésio (3,0 cmol/dm’) mostraram-se
discrepantes, acreditando-se possuir erros de quantificagdo. A partir da
avaliagdo dos atributos fisico-quimicos, foram determinadas as
quantidades de calcario necessarias para a obtencdo de dois niveis de
acidez, utilizando o método do indice SMP (CQFS-RS/SC, 2004).

A metade da quantidade total de solo foi corrigida com a
dose recomendada de calcario para atingir o valor de pH em agua=
6,0, recomendado para leguminosas temperadas, (CQFS-RS/SC,

2004), enquanto que a outra metade nao recebeu calcario. Na fracao
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corrigida, foi adicionado o equivalente a 9,9 t/ha de calcario do tipo
filler, 100 kg/ha de P,Os, na forma de KH,POy, ¢ 80 kg/ha de K,0, na
forma KH;PO,4. Para ndo limitar o crescimento das plantas no
tratamento sem calagem, o solo recebeu o equivalente a 25 kg/ha de
P,Os e 20 kg/ha de K,0O. Apds a adicdo de dgua na quantidade
equivalente a capacidade de vaso, o calcério e os fertilizantes foram
incorporados ao solo, manualmente, e o substrato foi transferido para
o0s vasos, a fim de iniciar o periodo de incubacdo. Apds trés meses de
incubagdo, mantendo-se o teor de umidade do solo, foi feita uma
analise bésica da composicdo quimica do solo, conforme Tedesco et
al. (1995) (Tabela 1).

A semeadura foi realizada em 21 de novembro de 2011,
colocando-se dez sementes por vaso. A inoculagdo ocorreu aos 15 dias
de semeadura, mediante rega com 250 mL/vaso de uma solug¢ao de
Mesorhizobium loti a 250 g/L. Durante o periodo experimental, as
plantas foram mantidas sem restricdo hidrica, mediante rega manual, e
com a mesma quantidade de dgua em todos os vasos. Foi feito o
controle de tripes (Thrips sp.), com a aplicagdo de thiamethoxam a 0,5
g/L, em duas ocasides. Para o controle de oidio (Blumeria
graminis (DC) E. O. Speer f. sp. tritici), foi aplicado leite de vaca
(ZATARIM et al., 2005), a 10%, durante quatro dias e, apds a
reincidéncia do fungo, foi aplicado fungicida composto por

azoxistrobina 20% e ciproconazol 8% (2 mL/L de agua).
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Tabela 1. Atributos fisico-quimicos de um Latossolo Vermelho escuro distrofico
tratado com calcario e fertilizantes contendo fosforo e potassio apos
trés meses de incubacao

Atributo Solo
Com calagem Sem calagem

Argila (%) 32,4 37,1
pH em agua 6,2 4,9
Indice SMP 6,4 5,0
P (mg/dm”) 43 5,1
K (mg/dm’) 69,0 44,0
Matéria orgénica (%) 2,5 33
Al (cmoly/dm’) 0,0 2,5
Ca (cmol/dm®) 6.8 3.4
Mg (cmol/dm”) 3.9 1,3
H+Al (cmol/dm®) 2,8 13,7
CTC (cmol,/dm*) 13,7 20,3
Saturagao por bases (%) 80,0 32,0
Saturag@o por aluminio (%) 0,0 20
Saturag@o por potassio (%) 1,1 0,6

No decorrer do periodo experimental, as plantas foram
submetidas a quatro cortes, a partir do 157° dia da semeadura, a fim de
obter-se material vegetal para o preparo dos extratos e evitar a
senescéncia, que decorre da manutengao das plantas em crescimento
livre. Os cortes foram feitos com tesoura, a 5 cm da base das plantas,
em: 25/04, 17/07, 02/09 e 24/10/2012. O material vegetal foi pesado e
levado a estufa de aeragdo forgada, a 30 °C, por 72 horas. Apos este
periodo, as amostras foram pesadas para determinacdo do teor de
matéria seca e trituradas em moinho tipo Willie. O material triturado
foi armazenado em ambiente sem umidade e sem incidéncia de luz,
para minimizar a degradacdo quimica.

Ao final do experimento, as plantas foram removidas dos
vasos, a fim de avaliar a nodulacdo e para serem feitas andlises
quimicas do solo (Tabela 2). Para a analise do solo foi feita uma

amostra multipla para cada combina¢do de fator (genotipo-solo),
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reunindo-se o solo das quatro repetigdes. Dessa forma, foram geradas
dez amostras (cinco gendtipos x dois tipos de solo). De posse das
analises foi feita a média dos atributos quimicos dos solos com e sem

calagem.

3.1.2 Ensaio Il — Taninos e flavonoides de L. corniculatus cv. Sao

Gabriel presente em area ruderal

Para este ensaio, foram coletadas plantas de cornichdo cv.
Sao Gabriel presentes ha mais de dez anos, em area ruderal, no
campus da Universidade de Passo Fundo (Figuras 3 e 4). Essa
populagdo de plantas encontra-se em local antigamente utilizado para
avaliacdo de plantas forrageiras. A coleta de solo foi feita na camada
de 0 a 20 cm e a analise do solo desse local conforme Tedesco et al.
(1995), indicou os seguintes resultados: argila: 50,2%; pH em H,O:
5,1; Indice SMP: 5,7; P: 5,4 mg/de; K: 94 mg/dm3; matéria organica:
2,1%; Al: 1.4 cmolc/dm3; Ca: 34 cmolc/dms; Mg: 1,5 cmolc/dm3;
H+Al: 6,3 cmolc/dm3; CTC: 11,45 cmol,/dm® ; saturacdo por bases:
44,5%; saturagdo por Al: 23,5%; saturagdo por potassio: 2,05%.

A parte aérea das plantas foi colhida, com tesoura, a cinco
cm de altura da base. A primeira coleta ocorreu quando as plantas
estavam em florescimento pleno, em 29/11/2011 (Figura 5). O
segundo corte ocorreu no ano seguinte, quando as plantas estavam em

estadio vegetativo, em 12/09/2012.
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Tabela 2. Atributos fisico-quimicos de um Latossolo Vermelho escuro distrofico
tratado com calcario e fertilizantes contendo fésforo e potassio ao

final do experimento

Atributo
Com calagem Sem calagem

Argila (%) 27,3 31,7
pH em agua 6,4 4,7
Indice SMP 6,6 4,7
P (mg/dm”) 3,8 2,7
K (mg/dm’) 49,6 35,2
Matéria orgénica (%) 2,5 2,4
Al (cmoly/dm’) 0,0 4,5
Ca (cmolc/dm3) 4.4 1,2
Mg (cmol/dm”) 2,6 0,6
H+Al (cmol/dm®) 2,1 18,6
CTCpy 7.0(cmol./dm’) 9,2 20,4
Saturagdo de cations de reagdo basica (%) 76,8 9,2
Saturag@o por aluminio (%) 0,0 71,0
Saturag@o por potassio (%) 1,3 0,4

Figura3.  Area de coleta de plantas de L. corniculatus cv. Sio Gabriel em
estadio vegetativo no campus I da Universidade de Passo Fundo.
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Figura4.  Area de coleta de plantas de L. corniculatus cv. Sao Gabriel em
estadio reprodutivo no campus I da Universidade de Passo Fundo.

Logo apds a coleta, os componentes da planta foram
separados em folhatcaule e florestlegumes e secos em estufa de
aeracao forcada, a 30 °C, por 72 horas (Figuras 6 e 7). Apos este
periodo, estas partes foram trituradas em moinho tipo Willie. O
material triturado foi armazenado em ambiente sem umidade e sem

incidéncia de luz, para minimizar a degradacdo quimica.
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Figura5.  Material vegetal de L. corniculatus cv. ﬁo‘Gabriel, coletado em

florescimento pleno (29/11/2011).
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Figura 6. Separagdo dos componentes das plantas de L. corniculatus cv. Séao

Gabriel, coletadas no campus I da Universidade de Passo Fundo.
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——
Figura7.  Estruturas vegetativas e reprodutivas de plantas de L. corniculatus cv.
Sdo Gabriel.

3.2 Analises farmacognosticas
3.2.1 Preparo dos extratos

Para o Ensaio I, o material colhido em cada corte e
repeti¢do foi reunido em uma amostra multipla, devido a quantidade
de matéria seca (MS) ndo ter sido suficiente, para possibilitar que as
repeticoes de cada tratamento fossem analisadas em separado (Tabela
3 e 4). Esse procedimento ¢ comum em estudos farmacognosticos,
sendo utilizadas replicatas em andlise quimica de extratos obtidos de

plantas (KELMAN & TANNER, 1990; ACUNA et al., 2008).

Tabela3.  Producdo de matéria seca da parte aérea de gendtipos de Lotus spp.
cultivados em solo com calcério, obtida em quatro cortes

Bloco Gendtipos
Serrano  UFRGS Sdo Gabriel Ganador El Rincon
————————————————————— g MS/vaso
Bloco 1 15,0 28,5 27,1 28,5 17,0
Bloco2 21,5 20,4 28,8 17,3 20,6
Bloco 3 18,5 34,4 32,6 25,9 20,6
Bloco4 25,4 26,0 23,1 25,9 19,7

Média 20,1 27,4 27,9 24,4 19,5
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Tabela 4. Producdo de matéria seca da parte aérea de gendtipos de Lotus spp.
cultivados em solo sem calcério, obtida em quatro cortes

Bloco Gendtipos
Serrano  UFRGS Sio Gabriel Ganador El Rincon
--------------------- g MS/vaso

Bloco 1 13,9 23,0 16,0 20,2 12,1
Bloco 2 26,7 16,5 17,2 19,0 24,2
Bloco 3 24,2 24,0 21,6 254 19,9
Bloco 4 21,0 21,0 18.4 23,2 25,1
Média 21,4 21,1 18,3 21,9 20,3

Para ambos os ensaios, a preparacdo dos extratos seguiu a
seguinte rotina:

O material vegetal foi submetido a extracdo com metanol
50% na proporcao 1:10 (planta:solvente), em temperatura ambiente
(£20 °C) por sete dias. Ap6s o periodo de maceragdo os extratos foram
filtrados e concentrados em evaporador rotatorio sob pressao reduzida
a uma temperatura nao superior a 60 °C até a obtengdo de extratos
moles. Os extratos concentrados foram entdo pesados para o calculo
de rendimento de extrato seco por matéria seca de planta. Foi feita a
perda por dessecagdo em balanca de infravermelho para a retirada de
substancias volateis e agua residual. A partir dos valores obtidos na
perda por dessecagdo, calculou-se o percentual de extrato seco
(QUEIROZ et al.,, 2002). A partir deste valor, foi calculada a
concentracdo de extrato mole necessdria para o preparo de uma
solucdo de 10 mg/mL de extrato seco ressuspendido em metanol.
ApOs ressuspensao os extratos foram filtrados em membrana de nylon

com diametro de poros de 0,45 um.
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3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Com o objetivo de identificar e quantificar provaveis
metabolitos secundarios das classes dos taninos e flavonoides nos
extratos obtidos foi desenvolvido um método de separacdo e
quantificacdo por CLAE, utilizando substincias quimicas de
referéncia (SQR). Este método caracteriza-se por ser mais sensivel e
rapido, quando comparado a outros métodos colorimétricos
(MAKKAR, 1989). A utilizagdo de um método espectrofotométrico
tipico da uma estimativa sobre o teor total de compostos de
determinada classe, enquanto que a CLAE quantifica individualmente
cada composto de interesse. No entanto, o desafio na quantificagdo
por CLAE ¢é o numero limitado de padroes disponiveis
comercialmente (ADAMSON et al., 1999). As SQR utilizadas foram
adquiridas prontas, sendo informadas abaixo.

Para a analise dos extratos, primeiramente foi necessario o
desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para
quantificagdo das SQR rutina, quercetina, catequina, epicatequina,
acido galico e canferol por CLAE, conforme a resolucao 889 de 2003
(BRASIL, 2003; ICH, 2005). Os métodos foram criados e validados
separadamente para cada SQR.

Foram utilizadas as SQR de rutina (Sigma Aldrich lote
BCBD8327V), quercetina (Sigma Aldrich LOTE 060M1196V),
catequina (Sigma Aldrich LOTE BCBC2740), epicatequina (Sigma
Aldrich BCBC8078V), acido galico (Sigma Aldrich LOTE 54705138)
e canferol (Sigma Aldrich BCBD1168). Uma solugdo estoque (1000
ng/mL) foi preparada para cada SQR dissolvendo-se 0,1 g de cada
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substincia em baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi
completado com metanol.

Primeiramente, foram realizadas varreduras das SQR
(200-400 nm) em espectrofotometro Lambda 20 (Perkin Elmer)
buscando o estabelecimento dos comprimentos de onda onde
ocorreram os maximos de absor¢do e as concentragdes a serem
utilizadas para cada SQR no CLAE. Apds o estabelecimento dos
comprimentos de onda e concentracdoes ideais, iniciaram-se as
tentativas no CLAE, buscando a composi¢do e concentracdo de fase
movel adequada para a analise das SQRs.

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido de
alta eficiéncia Flexar LC Perkin Elmer (Burnsville, MN, USA),
equipado com bomba binaria Flexar LC, detector Flexar PDA, auto-
amostrador, onde os dados das areas dos picos foram integrados em
Software Chromera Workstation. Foi utilizada uma coluna de fase
reversa Cig Brownlee (250 mm x 4,6 mm, 5 um).

A melhor elui¢ao dos picos, para todas as substancias, foi
alcangada com uma fase movel constituida por dgua acidificada com
acido fosforico a pH 3 e acetonitrila em diferentes propor¢des com um
fluxo de 1,0 mL min™'. Nas condi¢des otimizadas, o tempo de retencao
de cada composto foram os seguintes: rutina: cerca de 8,1 min;
catequina: 4 min; epicatequina: 5,1 min (acetonitrila:dgua acidificada
18:82); quercetina: 3,85 min (acetonitrila: dgua acidificada 45:55);
acido galico: 3,7 min (acetonitrila:agua acidificada 10:90); canferol
3,15min (acetonitrila: solu¢ao A, 30:70, v/v), sendo a composi¢ao da
solucdo A: metanol: acetonitrila: dgua: acido acético (40:15:45:2

V/IVIVIV).
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3.2.2.1 Validacao do método

O processo de validagdo de metodologia para
quantificagdo de taninos e flavonoides foi determinado mediante os
seguintes parametros, de acordo com ICH (2005) e Brasil (2003):
linearidade, exatidao, precisdo, limites de quantificacdo e detecgao,

especificidade e robustez.
3.2.2.1.1 Linearidade, limites de deteccdo e de quantificacao

A linearidade do método foi determinada mediante a
constru¢do de trés curvas de calibracdo por SQR. Cada curva de
calibracao foi preparada com cinco pontos referentes as concentragdes
20,0 40,0; 60,0 80,0 e 100,00 120,0 pg/mL para o canferol; para as
demais SQR foram utilizadas concentracdes de 40,0; 80,0; 120,0;
160,0 e 200,0 pg/mL, plotadas versus as areas de pico dos
cromatogramas. As concentragdes das solucdes-padrao foram
submetidas a analise de regressdao, pelo método dos minimos
quadrados, para calcular a equacdo da reta e o coeficiente de
correlagdo. Os dados das trés curvas foram analisados por ANOVA
(p<0,05), para verificar as seguintes fontes de variagdo: regressao
linear, variagdo entre concentragdes e desvio de linearidade.

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ)
foram calculados a partir da inclinagdo e do desvio padrio do
intercepto da média de trés curvas de calibracdo (BRASIL, 2003; ICH,
2005) (equacdes 1 e 2, respectivamente), em que: DPa ¢ o desvio
padrdo do intercepto de, no minimo, 3 curvas de calibragdo contendo

concentracdes da SQR; e IC ¢ a inclinagao da curva de calibragao.
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LD =DPax 3/ IC (1)
LQ = DPa x 10/IC )

3.2.2.1.2. Exatidao

A exatidao (E) do método foi avaliada por meio do
preparo de nove determinacdes das SQRs, contemplando o intervalo
linear do método, ou seja, trés concentragdes: baixa (100,0 pg/mL),
média (140,0 pg/mL) e alta (180,0 pg/mL), com trés réplicas cada. A
exatiddo foi calculada como percentual de recuperacao e, foi expressa
pela relagdo entre a concentragdo média  determinada
experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente conforme

equacao 3.

E = (concentragdo média experimental/ concentracao teorica) x 100

3)
3.2.2.1.3 Precisao

A precisao (P) foi determinada por meio da repetibilidade
(intradia), na qual foram preparadas seis amostras contendo 200
ng/mL de cada SQR, no mesmo dia. As areas dos picos obtidas foram
comparadas e a precisdo foi expressa em porcentagem do desvio
padrdo relativo (DPR). De maneira geral, para métodos analiticos um

DPR menor que 5% ¢ considerado satisfatorio (BRASIL, 2003).
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3.2.2.1.4 Especificidade

A especificidade do método para cada SQR foi avaliada
a partir da pureza do pico através do detector de arranjo de diodos

(PDA).
3.2.2.1.5 Robustez

A robustez do método foi determinada através da andlise
de uma mesma amostra (200 pg/mL) modificando parametros do
método, como: fluxo, coluna e composi¢ao da fase moével e pH. Para
avaliar a estabilidade das solu¢des das SQR no diluente (metanol),
solugdes foram preparadas, mantidas em temperatura ambiente e

analisadas ap6s 48 h.

3.2.2.2 Quantificacdo de taninos e flavonoides em cromatogafo
liquido de alta eficiéncia.

Para quantificacdo dos taninos e flavonoides em CLAE, os
extratos hidrometandlicos foram ressuspendidos na concentracdo de
10 mg/mL de extrato seco e filtrados em membrana de nylon de 0,45

um (Figuras 8 € 9).

Figura 8. Preparagdo dos extratos de genétipos de Lotus spp. em baldes
volumétricos.
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Uma aliquota de 20 pL foi injetada com as condigdes
cromatograficas condizentes aos métodos desenvolvidos para cada
SQR. A éarea de pico de cada SQR foi determinada e utilizada para a
quantificagdo de cada padrao presentes no extrato. Os TC foram

calculados como equivalentes de catequina mais epicatequina e os

flavondides como equivalentes de rutina mais quercetina.

&

Figura9.  Extratos obtidos de genotipos Lotus spp.

O procedimento utilizado para quantificar a concentragdao
de taninos e de flavonoides em gendtipos de Lotus spp. esta ilustrada,

resumidamente, no fluxograma da Figura 10.
3.3 Analise estatistica

Para analise estatistica do Ensaio I, os dados obtidos no
CLAE, transformados em percentual de MS (MAKKAR, 2003b),
foram submetidos a Anova e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do software
SISVAR (FERREIRA, 2011).
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Os dados do Ensaio II, por ndo se dispor de graus de
liberdade suficientes para geracdo da Anova, foram analisados por

analise descritiva (média, amplitude e desvio padrdo).

[ Amostra de 50 g de matéria seca a 30 °C de Lotus spp. ]

-

[ Maceragdo planta: solvente (1:10) por sete dias (+ 20 °C) ]

-

[ Extratos filtrados ¢ concentrados em rota evaporador (60 °C) ]

=

Perda por dessecacdo (105 °C) e calculo de rendimento de extrato

seco (extrato mole - % de agua) = extrato seco

-

Ressuspensao dos extratos a 10 mg de extrato seco/mL solvente e

filtragem (0,45 pm)

-

[ Iniecdo (n=3) ]

=

[ Concentracao média de SQR, céalculo do DPR, % MS ]

Figura 10. Fluxograma do procedimento experimental para analise de taninos e
de flavonoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia em Lotus

Spp.
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4 Resultados e discussao

4.1 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para
determinacdo de taninos e flavonoides por cromatografia liquida

de alta eficiéncia

4.1.1 Escolha do comprimento de onda

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagao
de compostos implica na necessidade de garantir a qualidade dos
resultados obtidos, assim como na sua eficiéncia na rotina do
laboratorio, e¢ sua validagdo visa confirmar a confiabilidade de
desempenho dos mesmos (ELOY et al., 2012). Neste estudo, a
determinacao de taninos e flavonoides foi realizada mediante CLAE, a
qual necessita inicialmente da definicdo do comprimento de onda a ser
utilizado, através de varredura na regido do ultravioleta/visivel
(UV/Vis) mostrando o maximo de absor¢ao para cada composto.

A espectrofotometria € o método que permite comparar a
radiacdo absorvida ou transmitida por uma solu¢do. Para se obter
informacdo sobre a absor¢do de uma amostra, ela é inserida no
caminho 6ptico do espectrofotometro, que mede o quanto de luz foi
absorvida pela amostra. Desta forma a espectrofotometria permite
selecionar o comprimento de onda da radiacdo adequado a analise de
um determinado componente (SKOOG et al., 2002).

Os valores de absorbancias (ABS) e os espectros UV/VIS
obtidos através da analise espectroscopica mostraram os maximos de

absorcdo de cada composto. Os espectros obtidos na faixa de 200 a
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400 nm para rutina, quercetina, acido galico e canferol exibiram
maximos de absor¢do em aproximadamente 260 nm, enquanto que
catequina e epicatequina exibiram maximos de absor¢do em 280 nm
(Figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16). Com esses resultados determinaram-
se os comprimentos de onda a serem utilizados para o

desenvolvimento dos métodos cromatograficos.
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Figura1ll. Espectrofotometria de varredura (200 a 400 nm) de solug¢des de rutina
em metanol em concentragdes pré-estabelecidas (5,0; 10,0; 15,0; 20,0,
e 25,0 pg/mL).
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Espectrofotometria de varredura (200 a 400 nm) de solugdes de

catequina em metanol em concentragdes pré-estabelecidas (25,0; 35,0;

45,0; 55,0 € 65,0 pg/mL).
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Figura 16 - Espectrofotometria de varredura (200 a 400 nm) de solucdo de
canferol em metanol em concentragdo pré-estabelecida (20,0 ug/mL).

De acordo com os espectros obtidos para cada composto
determinaram-se os comprimentos de onda e as possiveis
concentragdes a serem utilizadas para o desenvolvimento dos métodos

cromatograficos.

4.1.2 Desenvolvimento dos métodos cromatograficos

Para a obtengao das melhores condigdes cromatograficas,
a fase movel foi otimizada para melhor seletividade e sensibilidade em
um curto tempo de separagdo para cada substancia quimica de
referéncia (SQR). Para isso investigou-se a composicdo mais
adequada da fase movel, testando sistemas compostos por metanol,
agua, acetonitrila e acido fosforico em diferentes proporcoes.

A melhor elui¢do dos picos, para todas as substancias, foi
alcancada com uma fase movel constituida por acetonitrila e agua
acidificada com acido fosforico a pH 3 em diferentes proporgdes com
um fluxo de 1,0 mL min”'. Nas condi¢cdes otimizadas, o tempo de

retengdo de cada composto foram os seguintes: rutina: cerca de 8,1
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min; catequina: 4 min; epicatequina: 5,1 min (acetonitrila:agua
acidificada 18:82); quercetina: 3,85 min (acetonitrila: 4gua acidificada
45:55); acido galico: 3,7 min (acetonitrila:dgua acidificada 10:90);
canferol 3,15min (acetonitrila: solugao A, 30:70, v/v), sendo a
composi¢do da solugdo A: metanol: acetonitrila: agua: acido acético
(40:15:45:2 v/v/V/Iv).

Os perfis cromatograficos das SQRs utilizadas nos
presentes métodos desenvolvidos apresentam adequada separagao dos
compostos. Os cromatogramas tipicos foram obtidos a partir de cada
sistema desenvolvido. O unico sistema de detec¢do simultanea
utilizou-se dos padrdes catequina, epicatequina e rutina (Figura 17).
Para quercetina, acido galico e canferol foram desenvolvidos sistemas

cromatograficos de detec¢ao individual (Figuras 18, 19 e 20).
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Figural7. Cromatograma obtido utilizando fase movel constituida por
acetonitrila: agua (18:82 v/v) pH 3,0 sob fluxo de 1,0 mL/min e
detec¢do UV em 260 nm de catequina, epicatequina e rutina (40
pg/mL).
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Figura 18. Cromatograma obtido utilizando fase modvel constituida por
acetonitrila:agua (45:55 v/v) pH 3,0 sob fluxo de 1,0 mL/min e
deteccao UV em 260 nm de quercetina (40,0 png/mL).
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Figural9. Cromatograma obtido utilizando fase movel constituida por
acetonitrila:agua (10:90 v/v) pH 3,0 sob fluxo de 1,0 mL/min e
detecgdo UV em 260 nm de acido galico (200,0 ug/mL).
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Figura20. Cromatograma obtido utilizando fase movel constituida por

acetonitrila: solugdo A (30:70, v/v), pH 3,0 sob fluxo de 1,0 mL/min ¢
detec¢do UV em 260 nm de canferol (100,0 pg/mL).
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4.1.3 Validacédo do método

O objetivo de uma validacao ¢ demonstrar que o método ¢
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinagdo
qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras
substancias em produtos farmacéuticos. Essas informagdes aplicam-se
a técnicas analiticas que fagam uso de métodos como a CLAE. Por
meio de estudos experimentais, a validagdo deve garantir que o
método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados, apresentando especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificagdo,

exatiddo, adequados a analise (BRASIL, 2003).
4.1.3.1 Linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica
de demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente proporcionais
a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (BRASIL, 2003).

A linearidade da resposta do detector foi calculada para as
solucdes das SQRs na faixa de 40 - 200 pg/mL. As equagdes obtidas a
partir das retas e os coeficientes de correlacio para cada SQR
indicaram a linearidade das curvas de calibragdo (Tabela 5). Apds a
andlise dos dados por regressdo linear os valores das areas obtidas
mostraram ser diretamente proporcionais a concentragdo de cada SQR
no intervalo avaliado, obtendo um coeficiente de correlacdo (r) maior
que 0,99 em todas as curvas de calibragdo, estando de acordo com o

critério minimo aceitavel >0,99 (BRASIL, 2003). A validade do
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ensaio foi confirmada por andlise de variancia, ANOVA (Fcaiculado >

Feitico = 0,0001; P = 5%) e, entre as fontes de variagdo analisadas foi

observado que houve regressao linear e diferenca entre as

concentragdes, ou seja, quanto maior a concentragdo das solucdes

maior a resposta do detector, ndo havendo desvio de linearidade.

Tabela 5. Equagdes lineares e coeficientes de correlagdo das substancias quimicas

de referéncia (SQR) catequina, epicatequina, rutina e quercetina, acido
galico e canferol

SQR Equacéo linear Coeficiente de correlacéo
Catequina y = 8405x - 12519 0,9967
Epicatequina y =3695x + 19458 0,9980
Rutina y =31467x -187644 0,9997
Quercetina y =45869x - 133333 0,9938
Acido galico y =30980x - 100613 0,9992
Canferol y =55977x - 134659 0,9958

As curvas de calibragdo média obtidas no processo de
validacdo dos sistemas desenvolvidos no CLAE para cada SQR foram
plotadas automaticamente pelo software Chromera (Figuras 21, 22,

23,24 ¢ 25)

260:10:500:10: Rutina
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Figura2l. Curva de calibragdo média (n=5) da rutina obtida por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.
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260:10:500:10: Quercetina
10000000
2000000
é 6000000
% 4000000 =
3
2000000
0+
0 50 100 150 200 250
Amountipg/mL)
Figura22. Curva de calibragio média (n=5) da quercetina obtida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura23. Curva de calibragio média (n=5) da catequina obtida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura24. Curva de calibragdio média (n=5) da epicatequina obtida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura25. Curva de calibragido média (n=5) do acido galico obtida por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Os limites de deteccao e quantificagdo foram calculados
através das equacdes 1 e 2 (pg.74) para cada composto e os valores
obtidos indicaram a alta sensibilidade dos métodos (Tabela 6). O
limite de quantificagdo, equivalente ao menor nivel que podera ser

determinado com precisdo e exatidao aceitaveis foi distinto para cada

composto.

Tabela 6. Limites de detec¢do e quantificagdo dos métodos para cada substancia
quimica de referéncia (SQR) catequina, epicatequina, rutina,
quercetina, acido galico e canferol

SQR Limite de detecc¢do Limite de quantificagdo

(ug/mL)

Rutina 3,4 11,2

Quercetina 1259 37,8

Catequina 1,9 6,4

Epicatequina 52 17,2

Acido galico 8,4 27,9

Canferol 8,2 27,4

4.1.3.2 Exatidéo e preciséo

Para a andlise fidedigna do composto de interesse o
método deve mostrar-se preciso, ou seja, apresentar pequena dispersao
entre resultados de leitura de uma mesma concentragdo, e exato,
representado pelo grau de concordancia entre resultados individuais
em um mesmo ensaio, ou ensaios independentes, em relagdo a um
valor de referéncia aceito como verdadeiro (ICH, 2005).

A exatidao (Tabela 7) e a precisdo intra-dia (Tabelas 8),
calculadas dentro do intervalo de linearidade obtido, mostraram
valores com percentual de recuperacdo adequado para o estudo
(proximos a 100%). Desta forma as metodologias desenvolvidas

caracterizam-se por apresentarem-se exatas e precisas. O desvio
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padrao relativo apresentou valores dentro do critério de aceitagdao de
até 5 % (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
Tabela7.  Estudos de exatidao das substancias quimicas de referéncia (SQR),

catequina, epicatequina, rutina e quercetina, acido galico e canferol
em solucdes-padrao

SQR Concentragdo Concentragao Exatidio cv
tedrica experimental

(pg/mL) (ng/mL) (%) (%)

Catequina 101 101,6 100,6 3,25
1414 141,1 99,8 1,64

181,8 183.,9 101,2 2,52

Epicatequina 101,6 100,5 98,9 1,41
142,2 146,7 103,2 1,07

182,9 187,7 102,6 1,31

Rutina 101,0 94,8 92,4 4,54
141,4 131,3 91,5 4,70

181,8 164,8 89,2 3,86

Quercetina 100,9 89,7 88,9 3,15
141,3 129,9 92,0 491

181,6 173,8 95,7 2,00

Acido galico 102,0 98,7 97,1 2,07
142,0 137,0 96,3 3,02

182,0 171,1 94,0 2,85

Canferol 45,0 45,6 101,3 2,96
55,0 53,8 97,8 3,07

65,0 63,3 97,3 0,83

D.P.R — Desvio padrao relativo
4.1.3.4 Especificidade e robustez

A especificidade do método foi comprovada para cada
composto a partir da andlise da pureza do pico através do detector de
arranjo de diodos (PDA). Em métodos cromatograficos, deve-se tomar
as precaucdes necessarias para garantir a pureza dos picos

cromatograficos. A utilizagdo de testes de pureza de pico, por
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exemplo, com auxilio de detector de arranjo de fotodiodos, sdo
interessantes para demonstrar que o pico cromatografico ¢ atribuido a
um s6 componente (BRASIL, 2003).

Tabela8.  Repetibilidade e precisdio em solugdes-padrao das substancias

quimicas de referéncia (SQR) catequina, epicatequina, rutina e
quercetina, acido galico e canferol

SQR Conc<?n.trag:§10 Conce.ntragéo PercentualNde
teorica experimental recuperacao
(ug/mL) o ety (%)
Catequina 206,00 207,94 £2,70 100,91
Epicatequina 206,00 209,00 + 2,42 101,48
Rutina 200,00 192,68 +£1,19 96,34
Quercetina 206,00 208,08 + 1,87 101,87
Acido galico 203,00 202,21 £ 0,76 99,51
Canferol 95,00 92,63+ 1,41 97,51

D.P.R — Desvio padrio relativo.

Os métodos propostos foram considerados especificos,
pois ndo apresentaram variacao nos seus maximos de ABS e auséncia
de impurezas em diferentes regides no CLAE/PDA.

Os métodos desenvolvidos também demonstraram
robustez frente a pequenas alteragdes das condi¢des analiticas. As
alteracdes de pH e fluxo da fase mével ndo alteraram os valores de
concentragdes € 0s cromatogramas que apresentaram apenas pequenas
alteragdes no tempo de retencao das SQRs. Os métodos desenvolvidos
suportaram as alteracoes a que foram submetidos, portanto sdo
métodos robustos.

Os métodos desenvolvidos para andlise de taninos e

flavonoides utilizando a técnica de CLAE foram wvalidados e
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mostraram-se precisos, exatos, lineares, especificos, sensiveis e
robustos. Portanto, as metodologias desenvolvidas s3o convenientes
para serem utilizadas para a quantificacdo destes compostos (taninos e

flavonoides) em extratos vegetais.
4.2 Aplicacéo da metodologia desenvolvida nos extratos vegetais

O perfil cromatografico dos extratos de cornichdo,
cornichdo anual e cornichdo-dos-banhados em solos com calagem e
sem calagem apresentaram separacdo adequada dos compostos
utilizados para desenvolvimento dos métodos.

Os métodos para determinagdo de taninos e flavonoides
utilizados neste trabalho demonstraram vantagens como a facilidade e
a rapidez na preparagdo das amostras, na analise cromatografica e a

capacidade de quantificar taninos e flavonoides simultaneamente.

4.2.1 Taninos e flavonoides em Lotus spp. em funcéo da acidez do

solo
4.2.1.1 Taninos

A concentragdo de TC, também denominados de
proantocianidinas (PA), estimada neste estudo em equivalentes de
catequina (EC) e de epicatequina (EE), variou de 2,3 a 23,1 g TC/kg
MS, dependendo do gendtipo e da acidez do solo (Tabela 9). Esta
faixa de concentracdo pode ser considerada baixa, ja que entre 20 a 40
g/kg TC sdo comumente observadas em Lotus spp., enquanto que
concentragdes maiores que 60 g de TC/kg de MS sdo incomuns

(KELMAN & TANNER, 1990).
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A andlise da variancia mostrou efeito da interagdo
gendtipo x acidez do solo na concentragdo de TC (Tabela 9). Em
ambos os niveis de acidez, observou-se diferenga entre os genotipos,
com maior amplitude (17,5 g de TC/kg de MS) de variagao no solo
mais acido, em relagdo ao solo com maior pH (5,2 g de TC/kg de MS).

Em solo com maior acidez, destacou-se a populagdo
UFRGS, pelo maior teor de TC; e a cv. Serrano, pelo menor teor
desses metabolitos. Nessa condi¢dao, ndo houve similaridade (P<0,05)
alguma entre os genotipos, inclusive entre os trés representantes do
cornichdo. Nesse caso, o menor valor de TC foi verificado na cv. Sdo
Gabriel. Na Nova Zelandia, em ensaio de campo e utilizando vanilina
acidificada como método de determinagdo de TC, Lowther et al.
(1987) verificaram concentragao de 0,29 g de TC/kg de MS na cv. Sao
Gabriel, e entre 0,58 e 0,97 g de TC/kg de MS na cv. Maku
(cornichao-dos-banhados). As diferentes condigdes de cultivo e de
metodologia podem explicar, em parte, as divergéncias nos resultados
dos trabalhos.

Para a cultivar brasileira de cornichdao-dos-banhados, cv.
Serrano, ndo ha informacdes sobre a concentracao de TC, o que limita
a discussdo dos resultados aqui obtidos, inéditos para este
germoplasma.

Em solo corrigido, as diferencas entre os gendtipos foram
menores, com similaridade (P>0,05) entre os cvs. Sdo Gabriel e
Serrano, pertencentes a espécies distintas. Assim como ocorreu nho
solo com maior acidez, os trés representantes de cornichdo mostraram
diferengas significativas na concentragdo de TC. A cv. Ganador foi

desenvolvido no Uruguai e, segundo Paim & Riboldi (1991), embora
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ndo haja informacao oficial sobre sua origem, acredita-se que seja
derivado da cv. Sdo Gabriel, o que explicaria a maior similaridade
entre ambos os genétipos quanto ao teor de TC verificados neste
estudo em relagdo ao verificado com a populacio UFRGS. Ao
contrario do que ocorreu em solo com maior acidez, essa populacao
mostrou o menor valor de TC dentre os gendtipos de cornichdo,
enquanto o maior valor foi observado na cv. Ganador. Dentre todos os
gendtipos, o menor teor de TC foi evidenciado na cv. El Rincon. No
estudo de Kelman & Tanner (1990), essa espécie apresentou valor
muito superior (31,6 g de TC/kg de MS) em relagdo aos obtidos no
presente trabalho, o que pode ser atribuido aos distintos métodos de
quantificagdo de taninos, métodos de cultivo e manejo. No trabalho
desses pesquisadores, o cultivo foi a campo, com dura¢do de um ano,
em solo com maior acidez com pH 4,3 e com teor de Al de 14,2 ug/g e

solo corrigido com pH 5,2 ¢ Al soluvel 0,3 pg/g.

Tabela9.  Concentragdo de taninos condensados, expressa em equivalente
catequina e epicatequina (ECE), na matéria seca da parte aérea
(folha+caule) de gendtipos de Lotus spp. cultivados sob distintos
niveis de acidez do solo

, . o pH(égua)
Espécie Genodtipo 17 64
------------- g de TC/kg de MS---------

Sao Gabriel 11,6 cA 7,0 bB

L. corniculatus UFRGS 23,1 aA 5,3¢cB
Ganador 15,0 bA 7,5 aB

L. uliginosus Serrano 5,6 eB 7,0 bA

L. subbiflorus El Rincon 9,0 dA 2,3 dB

Média 12,9 5,8

C.V. (%) 2,2 3,9

Médias seguidas de mesma letra, minfiscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem pelo teste de
Tukey (P < 0,05).
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Com exce¢ao da cv. Serrano, todos os genotipos
mostraram maior concentracdo de TC em solo com maior acidez,
como era esperado. Nessa cultivar houve aumento de 25% na
concentracdo de TC em solo corrigido, ao passo que nos demais
gendtipos a concentragdo de TC ficou entre 39,6% (cv. Sao Gabriel) e
77% (UFRGS).

Ha unanimidade na literatura que condigdes restritivas ao
crescimento das plantas induzem a elevacio na sintese de metabolitos
secundarios. Neste trabalho, pode-se considerar que o principal fator
de estresse foi o maior teor de Al do solo que nao recebeu calcario.
Nesse tratamento, a saturagdo por Al foi 20%, enquanto que no solo
que recebeu calcario o valor deste atributo foi de 0% (Tabela 1).
Segundo Chen et al. (2011), a exposi¢do a elevadas concentragdes de
Al aumenta a quantidade de compostos fendlicos em plantas. Uma vez
que estes compostos, como os taninos, podem reduzir o efeito toxico
de algumas substancias quimicas através da complexagdo com metais
e da propria exsudagdo radicial, os taninos protegem as plantas contra
a toxicidade do Al.

O incremento na producdo de TC sob condigdes de
estresse conferem tolerancia ao Al de algumas espécies vegetais.
Essas utilizam a liberacdo de compostos fenolicos que atuam na
complexagcdo do Al como um mecanismo de resisténcia contra Al
(KIDD et al., 2001; BARCELO & POSCHENRIEDER, 2002). Metais
toxicos no solo provocam uma intensa producdo de metabdlitos
secundarios seguida de dindmica exsudagdo radicial (CHEN et al.,
2011). A exudacdo de TC nas raizes a atuagdo deste compostos como

agentes quelantes de Al caracteriza-se como a primeira estratégia
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adotada pelas plantas para tolerar a toxicidade do Al (BARCELO &
POSCHENRIEDER, 2002).

O expressivo aumento no teor de TC na populagdo
UFRGS verificado neste estudo evidencia a importancia da
determinagdo desse metabolito nos programas de melhoramento
genético para tolerdncia ao Al. Esse genotipo foi selecionado para tal
finalidade na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e, dentre
trés genodtipos de cornichdo (Draco, Sao Gabriel e UFRGS), Janke et
al. (2010) destacaram a populagdo UFRGS como o material com
maior tolerancia ao Al. Anteriormente, Pavlovkin et al. (2009) haviam
observado que, dentre os mesmos genotipos, submetidos a reducao do
pH, de 5,5 para 4,0, houve maior inibi¢do do crescimento radicial na
cv. Sdo Gabriel (33,6%) e menor na populagdo UFRGS (25,8%). Por
fim, Pal’ove-Balang et al. (2012) verificaram que a populacdo UFRGS
teve menor frequéncia de dano celular em relagdo a cv. Draco em
condicao de baixo pH e estresse por Al. Em ambos trabalhos ha
indicagdo de uma maior tolerancia ao Al da populagio UFRGS
quando relacionada a outros genotipos de cornichdo, resultados
pertinentes ao que foi encontrado no presente trabalho, em que esta
populagdo apresentou-se capaz de produzir maiores quantidade de TC
em solo com maior acidez, do que os outros genétipos testados.

Quanto ao comportamento divergente da cv. Serrano ao
ser submetido a solo com maior acidez, ndo ha explicacido plausivel
para o resultado com base nas variaveis analisadas, uma vez que todos
os genotipos foram cultivados e colhidos simultaneamente, sempre no
estadio vegetativo. Uma das possiveis causas a serem investigadas em

futuros estudos ¢ que, de acordo com Meagher et al. (2004) o
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cornichdo-dos-banhados possui maior propor¢ao de prodelfinidina
(PD= galocatequina e epigalocatequina) em relagdo a procianidina
(PC= catequina e epicatequina). Nessa espécie, a relagdo de PC:PD foi
estimada em 19:81, ao passo que para cornichdo foi de 84:16. O
mesmo foi verificado por Sivakumaran et al. (2006), que verificaram
predominancia de PD em cornichdo-dos-banhados e PC em cornichdo.
Neste trabalho foi feita a andlise de procianidina, o que pode ter
subestimado os niveis de TC na cv. Serrano. No entanto, como se trata
da primeira referéncia sobre TC para essa cultivar, ndo se pode
descartar que, no processo de selecdo, tenha ocorrido selegdo
involuntaria para plantas com menor teor de taninos. Esta cultivar foi
obtida a partir de sele¢do na cv. Maku, com o objetivo de obter plantas
que florescessem e, portanto, formassem sementes nas condi¢cdes de
fotoperiodo do sul do Brasil.

Na média de genotipo, a concentragdo de TC foi maior em
solo acido, com elevagao de 122%, em relagdo ao verificado em solo
que recebeu calagem (Tabela 9). Ao contrario do que foi observado
neste trabalho, Kelman & Tanner (1990) nao verificaram efeito do pH
do solo na concentracdo de TC em Lotus spp., mas houve expressiva
variacdo entre genotipos. Foram obtidos valores médios de 20,9 g de
TC/kg de MS (cornichdo), 31,6 g de TC/kg de MS (cornichdo-anual) e
59,9 g de TC/kg de MS (cornichdo-dos-banhados). Segundo os
autores, a origem do genotipo e as diferencas na duracao das fases
fenologicas das espécies de Lotus spp. t€ém influéncia sobre os niveis
de TC, sugerindo controle genético sobre o teor de taninos. E possivel,

no entanto, que no trabalho destes autores os niveis de pH nao tenham
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sido suficientemente distintos (pH 4,3 e 5,2) para promover alteragao
nos niveis de taninos.

Em geral, sob condi¢do de estresse ocorre elevagdao das
concentragdes dos TC, o que poderia explicar, parcialmente, as baixas
concentracdes de TC encontradas nos gendtipos aqui avaliados, pois,
com excecdo da acidez do solo, as plantas ndo foram sujeitas a
restri¢ao hidrica, fertilidade do solo ou herbivoria.

Segundo Waghorn et al. (1990), concentracdes baixas de
TC, como 1,70 g de TC/kg de MS, podem afetar a solubilidade da
proteina no rimen, mas valores entre 20 e 30 g de TC/kg de MS sao
considerados ideais, para maximizar o valor nutritivo de plantas
forrageiras. Para Waghorn & Jones (1989), 11,3 g/kg MS de TC ja
possui efeito sobre digestdo ruminal em bovinos e impede o
timpanismo. Forrageiras contendo valores moderados de PA (20 a 40
g de TC/kg de MS) podem exercer efeitos beneficios no metabolismo
de ruminantes, retardando a degradagdo da proteina em amonia no
ramen pelos microrganismos, aumentando, dessa maneira, a absor¢ao
dos aminoacidos no intestino. Porém, altas concentracdes desses
compostos (60 a 120 g de TC/kg de MS) reduzem o consumo
voluntario, a eficiéncia digestiva e a produtividade animal (AERTS et
al., 1999).

Os valores de TC em Lotus spp. referidos na literatura sao
muito variaveis, pois esse tipo de metabdlito varia em relacdo ao
gendtipo, quanto ao ambiente em que as plantas sdo cultivadas e
quanto a metodologia adotada. Niveis de TC tendem a ser baixos (=5
g de TC/kg de MS) em germoplasma oriundo da América do Norte e
Asia Menor, intermediarios (25 g de TC/kg de MS) para o
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germoplasma europeu, e altos (>40 g/kg MS) para aqueles materiais
oriundos da regido do Mediterraneo (MacADAM et al., 2006).

John & Lancashire (1981) quantificaram concentracdes
entre 2,5 e 14,5 g de TC/kg de MS em cornichdo. Barry & Manley
(1984) constataram valores entre 46 ¢ 106 g de TC/kg de MS em
cornichdo-dos-banhados. EHLKE & Le GARE (1993) estimaram
entre 10 e 100 g de TC/kg de MS em genotipos de cornichao. Miller
& Ehlke (1994), ao relacionar TC com a digestibilidade da MS,
estimaram entre 25 ¢ 85 g de TC/kg de MS em cornichdo, o que ja
implicaria na reducdo da degradacdo da proteina ruminal. Wen et al.
(2003) observaram teores entre 11,4 e 38,6 g de TC/kg de MS em
cornichdo cultivado em monocultura e em consorcio com festuca
(Festuca arundinacea Schreb.), respectivamente. Em Lotus spp.,
Sivakumaran et al. (2006) constataram entre 2 ¢ 109 g de TC/kg de
MS, sendo que o cornichdo apresentou as menores concentragdes,
entre 13 e 55 g de TC/kg de MS, e cornichdo-dos-banhados, de 29 a
64 g de TC/kg de MS. Em cornichdao, Ramirez-Restrepo et al. (2004,
2006) quantificaram valores de TC entre 8,3 e 28,7 g de TC/kgde MS,
ao passo que Haring et al. (2007) obtiveram entre 25 e 54 g de TC/kg
de MS. Acufia et al. (2008) obtiveram niveis entre 47 e 76 g de TC/kg
de MS.

No Brasil, apesar da importancia do cornichdo e do tempo
em que a cv. Sdo Gabriel foi desenvolvido na década de 50 (PAIM,
1988), as informacgdes sobre TC nesse gendtipo sdo restritas ao estudo
de Moro et al. (2010), realizado no mesmo local em que o trabalho da
disserta¢ao foi desenvolvido, em solo fértil e sem estresse hidrico ou

térmico. Os autores obtiveram teores de TC inferiores aos estimados
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no trabalho, por meio de cromatografia em camada delgada. Em
equivalente de acido tanico, verificou-se nas cultivares de cornichdo
ARS 2520 e Sao Gabriel 0,05 ¢ 2,0 g de TC/kg de MS,
respectivamente, € nas cvs. Maku (cornichdo-dos-banhados) e El
Rincén foram constatados 0,34 e 1,67 g de TC/kg de MS,
respectivamente. Embora tenham sido verificado estes baixos teores, a
adi¢do de polietilenoglicol, para verificar a agdo biologica dos TC,
mostrou que houve aumento na producdo de gas, indicando possivel
acao sobre a solubilidade das proteinas.

Dados divergentes em relacdo a concentragdo de TC
obtidas em diferentes trabalhos também podem ser devido as
diferengas de composi¢cdo e das formas estruturais destes compostos
(HEDQVIST et al., 2000). No trabalho, o principal componente de TC
avaliado foi a epicatequina, cujo teor médio foi de 9,6 g de TC/kg de
MS, em solo com maior acidez; e de 3,8 g de TC/kg de MS, em solo
com pH corrigido (Tabela 10).

Em solo com maior acidez, o maior teor de catequina foi
obtido na populagdo UFRGS, ao passo que, em solo com pH
corrigido, esse gendtipo mostrou o menor teor deste composto. Isso
também foi observado em relagdo ao teor de epicatequina, com
exce¢do do solo com pH corrigido, em que ndo se detectou catequina
na cv. El Rincon. Tal como ocorreu com a concentragao de TC totais,
os teores de catequina e de epicatequina de todos os genotipos, exceto
a cv. Serrano, reduziram com a elevacao do pH do solo (Tabelas 9 e

10).
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Tabela 10. Concentragdo de catequina e epicatequina na matéria seca da parte
aérea (folhatcaule) de genotipos de Lotus spp. cultivados sob distintos
niveis de acidez do solo

pH
Espécie Gendtipo 4,7 6,4
Catequina (g/kg de MS)
Sao Gabriel 2,7 dA 2,5aB
L. corniculatus ~ UFRGS 5,9 aA 1,4 dB
Ganador 3,3 bA 1,7cB
L. uliginosus Serrano 1,8 eB 2,0 bA
L. subbiflorus El Rincon 3,0 cA 2,3 abB
Média 33A 19B
C.V. (%) 1,1 5,4
Espécie Genotipo Epicatequina (g/kg de MS)
Sao Gabriel 9,0 cA 4,5bB
L. corniculatus UFRGS 17,2 aA 4,0 cB
Ganador 11,7 bA 5,7 aB
L. uliginosus Serrano 3,8¢eB 4,9 bA
L. subbiflorus El Rincon 6,1 dA 0,00 dB
Me¢dia 9,6 A 38B
C.V. (%) 1,5 2,3

Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem pelo teste de
Tukey (P<0,05).

A maior variagdo dos teores dos compostos avaliados,
obtidos entre os dois niveis de acidez e gendtipos testados, foi
observada com a concentragdo de epicatequina, principal componente
dos TC avaliados neste estudo (Figura 26).

A populagao UFRGS se destacou pela expressiva variagao
da concentragdo de catequina e epicatequina na matéria seca da parte
aérea das plantas cultivadas em solo com maior acidez (Figura 26). No
entanto, entre os demais gendtipos de cornichdo (Ganador e Sao
Gabriel), as diferencas mais evidentes foram quanto a variacao de

epicatequina. Nas plantas de Ganador e Sdo Gabriel, a concentracio

desse composto dobrou no tratamento com menor pH. Na cv. Serrano,
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a principal variagdo também ocorreu na epicatequina, com reducao de
22%, no tratamento com menor pH do solo. Porém, a maior variacdo
encontrada foi na cv. El Rincon, no qual ndo houve deteccdo de

epicatequina nas plantas cultivadas em solo que recebeu calcéario.

0.7 1
—&—SG —&—UFRGS
—— Ganador —— Serrano
06 1 _s ElRincon V=321%
0.5 1
S 04
s V=94%
£ 03] _—E V=304%
% lj77 V=8%
o 0.2 A —
=/ 8 v=_10%
0.1 1
0 J
2,0 1
V=330%
1,6 1
g
£ 121 V=105%
=
2 V=100%
208 A
s3]
04 1 V=-22,5%
0,0

pH 6.4 pH 4.7

Figura 26. Variagdo (V) na concentragdo de catequina e epicatequina na matéria
seca da parte aérea (folhatcaule) de genotipos de Lotus spp.
cultivados sob distintos niveis de acidez do solo.
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Analisando a contribuicdo dos dois componentes na
formag¢do dos TC em Lotus spp., a epicatequina foi, em geral, o
composto predominante, com média de 57,3 e 72,9%, em plantas
cultivas em solo como maior e menor pH, respectivamente. A excecao
foi a auséncia desse componente na cv. El Rincon, no solo com pH
corrigido (Tabela 10). A maior propor¢ao de catequina foi observada
na cv. El Rincén, em ambos os niveis de acidez, sendo que em solo
com pH 6,4, esse componente foi o tnico a contribuir para os TC.
Entre os genotipos de cornichdo, a propor¢ao de catequina e
epicatequina teve maior variacdo no tratamento com o solo corrigido.
Em solo com maior acidez, os teores de TC do Sao Gabriel e do
Ganador ndo diferiram, mas o contrario foi observado em pH 6,4
(Tabela 1).

Os gendtipos mostraram, a semelhancga do que ocorreu nos
TC totais (Tabela 11), comportamento distinto nas proporc¢des de
catequina e epicatequina, em resposta ao pH do solo. Na populagio
UFRGS nao houve variagdo na propor¢do dos teores de catequina e
epicatequina nos dois niveis de acidez, com média de 25% e de 75%,
respectivamente. Nas duas cultivares de cornichdo, Ganador e Sao
Gabriel, e na cv. El Rincoén, o cultivo em solo com maior acidez
promoveu reducdo na propor¢ao de catequina. O oposto foi observado
na cv. Serrano, em que este componente foi incrementado nessa
condicdo de pH. Portanto, a propor¢cdo de epicatequina mostrou
resposta contraria, com elevacao na cv. Serrano e reducao nas demais
cultivares, com excecdo de UFRGS, em solo corrigido.

Gruber et al. (2008) obtiveram variagdes no tamanho de

polimeros de proantocianidinas na composi¢do de TC em Lotus spp.,
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mencionando valores entre 0 ¢ 41 g de TC/kg de MS entre 31
gendtipos. Os autores destacaram que o fato da distinta composi¢ao de
TC esta relacionado aos aspectos tridimensionais das subunidades que
os compde, de seus padrdes de hidroxilacao e de transcricdo genética.
Sivakumaran et al. (2006), verificando a variagdo de proantocianidinas
em Lotus spp., encontraram catequina como sendo a unidade final de
TC mais comum entre as espécies, mas, em cornichdo, a epicatequina
foi a unidade de extensdo de TC dominante, o que concorda com os
resultados obtidos neste estudo. No entanto, os autores verificaram
que, em cornichdo-dos-banhados, foram encontradas maiores
variagcoes nas unidades de extensdo de TC, sendo que a unidade
predominante foi a epigalocatequina. O cornichdo-dos-banhados
diferiu das outras espécies analisadas, ndo apenas pelas maiores
concentragdes de TC, mas pela estrutura, dispersao, fracionamento e
composi¢ao dos mondmeros de TC.

Neste estudo, a epigalocatequina ndo foi avaliada, o que
limita a comparacdo dos estudos, mas remete a importancia da
continuidade dos trabalhos com essa espécie a fim de determinar a
composi¢do dos TC e sua variagdo em solos com distinta acidez.

A razdao entre as concentragdes de epicatequina e
catequina observadas nos gendtipos de Lotus spp. (Figura 27) resume
e ilustra a variabilidade fitoquimica no género quanto a composi¢ao
dos taninos. Destaca-se a variabilidade intraespecifica em cornichao,
com maior varia¢dao na cv. Sao Gabriel cultivado em solo com maior
acidez. Da mesma forma, salienta-se a presenca de epicatequina na
composi¢do de TC na cv. El Rincén quando cultivado em solo com

maior acidez e a auséncia desse composto nas plantas cultivadas em
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solo corrigido. De forma similar, a reducao da razao EP:C observada

na cv. Serrano, cultivado em solo com maior acidez, divergiu do que

foi observado nos gendtipos de cornichdo (Figura 27).

Tabela 11. Contribuigdo percentual de catequina e epicatequina na formagdo dos
taninos condensados totais (TC) na matéria seca da parte aérea
(folha+caule) de gendtipos de Lotus spp. cultivados sob distintos

niveis de acidez do solo

L Y pH
Espécie Genodtipo 47 64
Catequina (% nos TC)
Sao Gabriel 23,1 cB 35,7 bA
L. corniculatus UFRGS 25,5 bA 25,9 dA
Ganador 22,0cB 23,0 eA
L. uliginosus Serrano 32,1 aA 29,0 cB
L. subbiflorus El Rincon 32,5 aB 99,09 aA
Média 27,1 42,7
" " pH
Espécie Genotipo 47 6.4
Epicatequina (% nos TC)
) Sao Gabriel 76,9 aA 64,3 dB
L. corniculatus UFRGS 74,5 bA 74,1 bA
Ganador 78,0 aA 77,0 aB
L. uliginosus Serrano 67,9 cB 71,0 cA
L. subbiflorus El Rincon 67,5 cA 0,91 eB
M¢édia 72,9 57,3

Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem pelo teste de

Tukey (P < 0,05).

As diferengas observadas na concentragdo de TC entre os

genotipos de Lotus spp. destacam a importancia do fator genotipico

como causa da variabilidade, bem como o efeito da acidez do solo na

concentragdo dos taninos totais e dos componentes avaliados. A

variabilidade intra e interespecifica de tais componentes em LoOtus spp.
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destaca, igualmente, a importancia da analise de taninos e de seus

componentes em programas de melhoramento genético.

4,0 -
3,5 -

3,0 1 mpH 4,7
2,5 1

2,0 1

1,5 A

1,0 1

0,5 1

0,0 T T T T

Sdao Gabriel UFRGS Ganador Serrano  El Rincén

) Genotinos _
Figura 27. Razdo entre concentragdes de epicatequina e catequina na parte aérea

(folha+caule) de gendtipos de Lotus spp. cultivados sob distintos
niveis de acidez do solo.

pH 6,4

Epicatequina (%) :Catequina (%)

4.2.1.2 Flavonoides

Para Reynaud & Lussignol (2005), ha indicios de que o
cornichdo possui riqueza e diversidade de flavonoides e que o estudo
de tais substancias pode ser utilizado em investigacdes sobre a
especiagdo do complexo cornichdo ou da variacdo de flavonoides.
Segundo Ceruti et al. (1972), o conteudo de flavonoides em Lotus spp.
¢ derivado da quantidade e qualidade da radia¢do recebida pelas
plantas em funcdo da altitude do local de cultivo. Para Reynauld &
Lussignol (2005), plantas com diversidade e riqueza de polifendis sdo
encontradas em baixas latitudes, enquanto que em altas altitudes a
instabilidade ambiental determina um contetdo polifendlico pobre e

homogéneo. No entanto, neste trabalho, as condigdes ambientais
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foram as mesmas para todas as espécies, o que demonstra o efeito
genético e a resposta do germoplasma a acidez do solo na
concentracdo dos flavonoides.

Entre os compostos flavonoides analisados no trabalho,
foram identificados rutina e quercetina, nao sendo detectados acido
galico e canferol. A concentracdo destes compostos variou de 0 a 3,1
g/kg de MS, dependendo do genotipo e do nivel de acidez do solo
(Tabela 12). Apesar de encontrarem-se diversos dados qualitativos
sobre flavonoides em Lotus spp., que indicam a importancia do género
como fonte de metabolitos com atividade bioldgica, ndo foram
encontrados dados quantitativos sobre estes compostos na literatura.

A analise da variancia mostrou efeito da interagao
gendtipo x acidez do solo na concentragdo de rutina e de quercetina
(Tabela 12). Em ambos os niveis de acidez, observou-se diferenca
entre os genotipos, com maior amplitude média (1,45 g de
flavonoides/kg de MS) de variagdo no solo mais acido, em relagdo ao
solo com maior pH (1,0 g de flavonoides/kg de MS).

A diferenca entre as espécies e os gendtipos indica
variabilidade intra e interespecifica do fator germoplasma. Em todos
0s genotipos, as maiores concentragdes de rutina foram verificadas em
solo mais acido, com os maiores teores verificados na populagdo
UFRGS. J4 os teores de quercetina da cv. Sdo Gabriel e do cornichdo
anual ndo diferiram entre os dois niveis de acidez do solo. Em ambas
cultivares registrou-se um aumento de quercetina de 0,01%, com o
aumento do pH do solo. Metais toxicos no solo provocam uma intensa
producdo de metabolitos secundarios seguida de exsudacgdo radical,

que aumentam a biodisponibilidade de nutrientes potencialmente
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neutralizadores de metais téxicos no solo. Esta plasticidade no
comportamento bioquimico pode maximizar a captura de nutrientes e
minimizar custo de carbono para a planta (METLEN et al., 2009;
CHEN et al., 2011). A exudagdo de flavonoides e sua atuacdo como
agentes quelantes de Al caracterizam-se como a primeira estratégia
adotada pelas plantas para tolerar a toxicidade do Al.

Tabela 12. Concentragdo de flavonoides (rutina e quercetina) na matéria seca da

parte aérea (folha+caule) de genotipos de Lotus spp. cultivados sob
distintos niveis de acidez do solo

o - pH
Espécie Gendtipo 47 64
Rutina (g/kg de MS)
Sdo Gabriel 1,9 cA 1,6 aB
L. corniculatus UFRGS 3,1 aA 1,0 bB
Ganador 2,5bA 1,6 aB
L. uliginosus Serrano 0,8 eA 0,1 dB
L. subbiflorus El Rincon 1,0 dA 0,9 cB
Média 1,9 1,0
C.V. (%) 52,5 59,5
Espécie Genotipo Quercetina (g/kg de MS)
Sao Gabriel 0,6 cA 0,5 aA
L. corniculatus UFRGS 1,0 aA 0,0 cB
Ganador 0,7 bA 0,4 abB
L. uliginosus Serrano 0,5 cdA 0,0 cB
L. subbiflorus El Rincon 0,4 dA 0,3 bA
Média 0,6 0,2
C.V. (%) 35,9 95,9

Médias seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, nao
diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Na média dos genoétipos avaliados, o teor de rutina foi
maior que o de quercetina (Tabela 12). A maior concentragdo desse
flavonoide foi de 3,1 g/kg de MS, ao passo que a de quercetina foi de
1,6 g/kg de MS. A exsudag@o de rutina e de catequina, induzida por
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altas concentracdes de Al, foi observada por Vasquez et al. (1999), em
milho. Como mencionado, a tolerancia do Al esta relacionada com o
teor de flavonoides das plantas. Assim, € possivel que a maior sintese
destes compostos da populagdo UFRGS possa explicar, parcialmente,
a maior tolerancia ao Al, em relacdo a outros genotipos de cornichao
(SANTOS et al., 2008; JANKE et al., 2010, PAVLOVKIN et al.,
2009; PAL’OVE-BALANG et al., 2012).

Porém, além de rutina e quercetina, outros flavonoides tém
sido detectados em Lotus spp. Moro et al. (2010) observaram a
presenca de vitexina, além de rutina, na cv. Sdo Gabriel. Koelzer et al.
(2009) evidenciou canferitrina, acido oleanolico e B-sitosterol nessa
mesma cultivar, em que ficou comprovada a sua atividade anti-
inflamatoria e antibacteriana em testes com leucocitos. Em sementes e
exsudatos de raizes de cornichdo-dos-banhados, Steele et al. (1999)
detectaram naringenina, canferol, quercetina e apigenina. Ferraro et al.
(2010), investigando o perfil de flavonoides de populagdes de L.
tenuis, coletadas em diferentes locais, detectaram quercetina, canferol
e isoramnetina. Apenas populacdes oriundas de uma planicie salino-
sodico inundada, pobre condi¢gdes de solo mostraram canferol 7-metil
éter e quercetina 7-metil-éter. Os ultimos compostos podem, portanto,
ser considerados a expressdo de uma adaptagdo bioquimica e sugerem
uma diferenciag¢@o ecotipo. Para L. tenuis, o canferol foi encontrado e
isolado em caules de plantas apenas em estadio vegetativo
(STRITTMATTER et al.,1991), indicando o efeito da fenologia.
Basualdo et al. (2003) identificaram canferol, quercetina e
isoramnetina em populagdes de L. glaber, sendo que a populagao

oriunda de San Vicente, Argentina, ndo mostrou quercetina, mas
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apresentou maiores concentragdes de isoramnetina, o que sugeriu um
possivel controle genético sobre tal fator.

Esses estudos demonstram a diversidade em flavonoides
em Lotus spp., indicando serem espécies com enorme possibilidade de
pesquisa para tais compostos, que podem ser utilizados para diversas
finalidades  terapéuticas  anticarcinogénicas, antiinflamatorias,
antialérgicas, antiulcerogénicas, antivirais entre outras (ZUANAZZI

& MONTANHA, 2004).

4.2.2 Taninos condensados e flavonoides de L. corniculatus cv. Sao

Gabriel presente em area ruderal

Entre os compostos avaliados no cornichdo Sao Gabriel, o
canferol e o acido galico foram os unicos ndo detectados. Isso
discorda de Reynauld & Lussignol (2005), que afirmaram que o
cornichdo € rico em compostos derivados de canferol e quercetina. No
entanto, estas discrepancias podem estar associadas a estrutura destas
substancias. O canferol e o acido galico possuem estrutura altamente
hidroxilada e apresentam alta eficiéncia na captacdo de radicais livres
(AMIC et al., 2003; JACQUES et al., 2010). A estrutura hidroxilada
causa maior disponibilidade para reacdes de oxi-reducdo e
consequentes alteragdes na estrutura quimica do metabdlito impedindo
sua deteccdo na CLAE. Neste mesmo contexto, Jacques et al. (2010)
observaram que o acido galico apresentou uma das maiores
degradacgdes dentre os compostos fenodlicos analisados explicada por

sua estrutura hidroxilada com alta capacidade de captar radicais livres.
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As concentragdes brutas de taninos condensados e seus
componentes, de rutina e de quercetina em folha+caule foram maiores
no estadio reprodutivo que no estddio vegetativo (Tabela 13). A
concentracdo de TC em Lotus spp. depende do estadio de
desenvolvimento da planta (GEBREHIWOT et al.,, 2002). Ela ¢
similar dentro e entre periodos de crescimento, porém a menor
concentragdo encontrada em épocas jovens pode estar correlacionada
a menor producdo de metabolitos secundarios (EHLKE & LE GARE,
1993). Na fase de desenvolvimento inicial, uma grande propor¢ao da
biomassa adquirida ¢ aplicada na produgao de folhas, ricas em taninos,
enquanto que, mais tarde, hda aumento na propor¢cdo de biomassa
investida em haste e raiz, pobres em taninos. Nas plantas em estadio
vegetativo, a concentracdo de taninos ¢ resultante dos efeitos
antagonicos de sintese de taninos e de diluicdo por acumulo de
material nao tanifero (HARING et al., 2007). Porém, estes autores nao
encontraram evidéncias de que o periodo vegetativo esteja
correlacionado a baixas defesas e consequentemente a baixas
concentragoes de aleloquimicos.

Além do estadio fenoldgico, a concentragdo de taninos e
flavonoides varia entre as partes das plantas (GARCIA, 2004). J4, o
padrdo de distribuicio de TC e flavonoides que determina esta
diferenga, varia entre espécies (GEBREHIWOT et al.,, 2002). A
distribuicao desigual entre componentes ocorre devido as mudangas
na proporcao de biomassa e resultam em varidveis proporgdes de
orgdos vegetais com diferentes concentracdes de metabolitos. A

alocagdo de biomassa determina a diferenca na concentracdo de
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metabolitos ¢ também a mudanga na dinamica de acimulo durante as

estagcdes do ano (HARING et al., 2007).

Tabela 13. Teores médios (+ desvio padrdo) de catequina, epicatequina, taninos
condensados totais, rutina e quercetina de distintas fragdes de plantas
de cornichdo cv. Sdo Gabriel colhidas em estadio vegetativo e

reprodutivo
Estadio fenoldgico

SQR Vegetativo Reprodutivo

Folha+caule Folha+caule Flor+fruto

(g/kg de MS £+ D.P) ----------ommmmo-

Taninos
Catequina 1,4+0,07 2,1+0,1 1,2+0,07
Epicatequina 6,1+0,09 6,6+£0,4 11,6+0,02
Taninos totais 7,5+0,08 8,7+0,25 12,840,045
Flavonoides
Rutina 0,7+0,02 1,0+0,01 2,2+0,07
Quercetina 0,2+0,02 0,3+0,004 1,3+0,002

D.P. = desvio padrio.

No estadio reprodutivo, as concentragdes de TC e
flavonoides na fragdo “folha+caule” foram superiores (média=16,3 g
de TC/kg de MS) ao que se verificou no estadio vegetativo
(média=10,0 g de TC/kg de MS) A fracdo “flor+fruto” apresentou
120% mais rutina, 333% vezes mais quercetina, 76% mais
epicatequina ¢ 47% mais TC em relacdo a fragdo “folhatcaule”
(Tabela 13). Segundo Morris et al. (1993), a maior concentragdo de
taninos em cornichdo estd localizada em flores, em particular, nas
pétalas. Nas folhas, os taninos estdo localizados no sistema vascular
das folhas, distribuidos desde o peciolo a ponta das folhas pela

nervura central. Os resultados da Tabela 13 estdo de acordo com
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Gobbo-Neto & Lopes (2007), pois estes autores afirmam que os
diferentes 6rgaos vegetais podem influenciar ndo sé a quantidade total
de metabolitos produzidos, mas também as proporg¢des relativas dos
componentes destes metabolitos.

As flores sdo, geralmente, os Orgaos que possuem as
maiores concentracdes de taninos e os tecidos caulinares, as menores
(GEBREHIWOT et al.,, 2002), conforme verificado no trabalho
(Tabela 13). Em geral, taninos sdo mais abundantes nas partes da
planta que estdo mais disponiveis aos herbivoros. Da mesma forma, a
maior concentracdo de compostos fendlicos durante o florescimento €
devido ao crescimento das plantas ser menor, em relagdo ao estadio
vegetativo, o que faz com que o excesso de carbono fique disponivel
para sintese desses metabolitos (FRUTOS et al., 2004).

Para Strittmatter et al. (1991), a producao de flavonoides,
em Lotus tenuis, pode estar ligada a mecanismos de diferenciagdo
tissular e desta forma deduz-se que em distintos o6rgdos, com
diferentes organizagdes teciduais, encontrar-se-ao distintos padrdes e
quantidades de taninos e flavonoides. Comparando os perfis de
flavonoides de flores, caules, folhas e sementes secas de Lotus
japonicus (Regel) K. Larsen, Suzuki et al (2008) concluiram que o
acimulo de flavonoides em plantas ¢ regulado espacialmente e segue
um padrio tecido-dependente. As flores possuem o perfil de
flavonoides mais complexo entre flores, caules e folhas, contendo

trinta flavonoides especificos.
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5 Conclusoes

1. A concentragdo de TC e flavonoides varia entre gendtipos de
Lotus L. e partes das plantas, sendo afetada pelo pH do solo e

estadio fenologico.

2. Em Lotus spp. ha variabilidade intra e interespecifica para o
contetido de TC e flavonoides, o que permite a identificagdo de

genotipos para programas de melhoramento genético.

3. Em estadio reprodutivo as concentragcdes de TC e flavonoides
encontradas em folha+caule de cornichdo cv. Sdo Gabriel sdo
superiores do que em estadio vegetativo. Flores e frutos
apresentam mais flavonoides e taninos quando comparados a

folhas e caules.

4. A propor¢ao de precursores de taninos condensados catequina
eepicatequina ¢ varidvel em relagdo a espécie, componente

vegetal, estddio fenologico e condi¢des edaficas.

5. Em solo acido, a populagdo UFRGS, de L. corniculatus,
apresenta maior concentracdo de taninos condensados e
flavonoides em relagdo as cultivares Sao Gabriel e Ganador da

mesma espécie.
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Apéndice 1-Cromatogramas para deteccdo simultinea de catequina,

epicatequina e rutina de trés genétipos de L. corniculatus em
solo sem calagem e¢ com calagem respectivamente (cv. Sdo
Gabriel sem calagem/ com calagem; pop.UFRGS sem calagem/
com calagem; cv. Ganador sem calagem/com calagem.)
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Apéndice 2-Cromatogramas para detec¢do simultdnea de catequina,
epicatequina e rutina de L. uliginosus em solo sem calagem e
com calagem, respectivamente.
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Apéndice 3-Cromatogramas para detecgdo simultdnea de catequina,
epicatequina e rutina de L. subbiflorus em solo sem calagem e
com calagem, respectivamente.
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Apéndice 4-Cromatogramas para deteccdo de quercetina de trés genotipos
de L. corniculatus em solo sem calagem e com calagem
respectivamente (cv. Sdo Gabriel sem calagem/ com calagem;
pop. UFRGS sem calagem/ com calagem; cv. Ganador sem
calagem/ com calagem.)
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Apéndice 5-Cromatogramas para detecgdo de quercetina de L. uliginosus
em solo sem calagem e com calagem respectivamente
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Apéndice 6-Cromatogramas para detecgdo de quercetina de L. subbiflorus
em solo sem calagem e com calagem, respectivamente.
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