CAPITULO 3

ANALISE DE CARACTERES FISIOLOGICOS DE Dimorphandra mollis Benth.

“Todas as coisas compostas sdo ndo permanentes”.

FRITJOF CAPRA “O Tao da Fisica”.

1. INTRODUCAO

Quando a planta é sinalizada por patégenos ou herbivoros ha elicitacao de
respostas complexas de defesa, com ativacdo de varios genes, resultando na
sintese e acumulacdo de metabdlitos secundérios (fitoalexinas e fendlicos),
macromoléculas estruturais (calose, lignina e glicoproteina) e de proteinas
(proteinas relacionadas com a patogénese, inibidores de enzimas, enzimas
hidroliticas e enzimas responsaveis do metabolismo secundario) (CARRY &
KLESSIG, 1989). Logo, a sinalizacdo da abordagem da planta pelo patdgeno é
acompanhada por mudancas metabdlicas consideraveis (BENHAMOU, GRENIER &
CHRISPEELS, 1991).

Esses mecanismos de defesa a ataques de patégenos ou herbivoros estao

sempre ativos nos vegetais, funcionando como sistemas de protecéo relacionados
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a biossintese de compostos secundarios que interferem ou alteram a
palatabilidade (flavondides, quinonas, alcaléides) ou complexam proteinas
(taninos) ou secretam substancias urticantes (terpenos) ou produzem substancias
impermeabilizantes (cutina, ceras), ou alteram a resisténcia celular (pectina,
lignina) ou ainda, evitam a decomposicdo e a oxidacdo de tecidos combatendo
radicais livres, atuando como antioxidantes (flavonoides).

Todos esses mecanismos de defesa e protecdo podem ser ativados por
qualquer sinalizacao fisioldgica acionada em decorréncia de niveis de irradiancia,
extremos de temperatura, condicbes hidricas, idade da planta, sazonalidade,
saturacdo de gases (CO,, O,, etileno), pH, niveis de nutrientes, deficiéncia
mineral, estado nutricional, resposta hormonal, herbivoria, patdgenos, injdrias
pos-colheita, dentre outros. Esses mecanismos de respostas sdo especificos e na
maioria das vezes, podem interagir entre si.

Os mecanismos de defesa a fatores bioticos e abiéticos em Dimorphandra
mollis estédo diretamente relacionados a biossintese de fendlicos, uma vez que, 0s
principais compostos encontrados em suas folhas, frutos e cascas do caule, sdo
taninos e flavonoides.

Segundo HARBORNE (1976) e GLEITz (1989) o estudo da regulacdo da via
dos compostos fendlicos, principalmente dos flavondides, tem colaborado na
compreensao de alguns processos fisiologicos em plantas superiores.

Os compostos fenodlicos sao toxicos aos patdgenos e sdo produzidos
rapidamente na defesa do vegetal e se acumulam apos a infeccéo, especialmente
em variedades resistentes. Os flavondides, taninos, ligninas, cumarinas, acidos

clorogénico, caféico e ferrdlico sdo exemplos de alguns desses compostos
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(CampPos et al, 2004). A lignina € a primeira fonte de fendlicos do reino vegetal
(QUEIROZ et al, 2002).

A biossintese de flavonodides e de lignina € iniciada pela desaminacédo da
fenilalanina pela enzima fenilalanina amoénio liase (PAL ou FAL), formando o acido
t-cinamico (JONES, 1984) (figura 1). As vias subseqlentes envolvem reacdes de
hidroxilagdo do acido L-cinamico originando o acido cumarico (SEYFERT, 1982);
esterificacdo na formacdo de p-cinamoil-CoA (HELLER & FORKMANN, 1988);
formacdo de chalconas a partir da enzima chalcona sintase (CHS) (SCHUTTE,
1985); isomerizacdo de chalconas na biossintese de flavanonas (FRITSCH et al,
1971) e hidroxilacdo de flavanonas na biossintese de flavonois (SCHUTTE, 1985).

Enzimas séo proteinas que funcionam na aceleracéo de reacdes quimicas
em sistemas biologicos. Sem enzimas, muitas reacdes necessarias as células
vivas ndo acontecem em velocidades suficientemente altas, no pH e na
temperatura dos organismos vivos, por causa do alto grau de especificidade
(LEHNINGER, 2001).

A especificidade enzimatica reside regido particular da superficie molécula
conhecida como “sitio de ligacdo” caracterizado pelo arranjo particular das
cadeias laterais de residuos de aminoacidos no polipeptidio, e especialmente na
ligacdo da enzima ao substrato especifico (LEHNINGER, 2001).

As liases, como a Fenilalanina amoénio liase (PAL ou FAL), atuam nas
reacoes de eliminacdo, modificam o substrato cindindo compostos ou modificando

as moléculas do substrato, propiciando a formacgéao de dupla ligacao (figura 1).
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Figura 1: Reacdo enzimética da fenilalanina amoénio liase (PAL) e sintese de

flavondides e lignina.
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As enzimas que participam da biossintese de flavonéides e ligninas sao
encontradas em 6rgédos especificos das plantas (RusseL & ConN, 1967), sendo
traduzidas, montadas no reticulo endoplasmatico e transportadas ao complexo de
Golgi, onde a maioria das reacdes de biossintese ocorre.

Foi proposto (KEuscH, 1968) que as enzimas que participam da sintese de
fendlicos sdo produzidas no endosperma, mas suas células necessitam do sinal
proveniente do haustério. De acordo com ScHOPFER (1977), a regulacdo do
metabolismo de flavondides é feita via sistema de fitocromo, envolvendo
fotoreceptores de luz azul UVA e UVB.

MELIN (1975) estudou a rota de biossintese dos flavondides e o acumulo
desses em folhas e caules de Periploca graeca, por meio de fenilalanina com
carbono marcado (C*), inferindo que a sintese de flavondides é diretamente

proporcional a atividade enzimética da Phenylalanine ammonia lyase (PAL ou
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FAL - Fenilalanina amoénia liase), enzima responsavel pela regulacdo da
biossintese de compostos fendlicos.

GLEITz et al (1991) detectaram correlacdo direta entre aumento da
atividade da enzima PAL (fenilalanina amonia-liase) e sintese de flavondides.
HARBORNE (1980) assevera ter a PAL maior atividade em folhas adultas ou
totalmente expandidas; enquanto peroxidase e polifenoxidase tém maior atividade
nas folhas jovens.

HARBORNE (1980), MALHOTRA & KHAN (1984) discutiram a posicao das
enzimas no metabolismo fendlico, como a PAL, POD e CHS, relacionando essas
enzimas com as etapas de biossintese de taninos, ligninas e flavonéides.

MALHOTRA & KHAN (1984) como efeito do ozbnio, citam o aumento da
atividade enzimatica, levando ao estimulo na oxidacdo de fendis, gerando
quinonas e acumulos de produtos de oxidacao (FURLAN et al, 1998).

Os mecanismos de ativacdo e da inibicdo enzimatica sdo altamente
variaveis e dependentes, dentre outros fatores, da cinética da reacao
compreendendo a velocidade da transformacdo de reagentes/ substratos em
produtos. Assim, a medida que a concentracdo de fenilalanina na planta aumenta
(substrato) a velocidade inicial da reacdo € aumentada até que a PAL (enzima)
esteja completamente saturada pelo substrato e atinja o seu ponto maximo,
comecando a decair, diminuindo a formacé&o do produto no caso acido cinamico.

Do mesmo modo, a relacdo substrato/ produto formado funciona como
inibidor e tal inibicdo da atividade da PAL por fenilalanina € relatada por ZUCKER
(1965) em batatas, sendo atribuida ao aumento formacdo de &cido trans-

cinamico.
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Segundo YORK (2001) se a enzima subsequente da via metabodlica remover
o produto rapidamente, entdo a inibicdo ndo ocorrera, pois a medida que o
produto final da via aumenta, os intermediarios também aumentardo pela acao
das massas, e se, uma ou mais enzimas forem particularmente sensiveis a
inibicdo pelo produto, a formacéo do produto final da via sera suprimida, pois a
reversibilidade da via ou da reacdo € dependente da velocidade de remocéao do
produto, que se for rapida, determinara a unidirecionalidade da via.

Os inibidores atuam de forma competitiva, ndo competitiva ou
incompetitiva. Alguns inibidores enzimaticos séo capazes de inibir apenas uma ou
duas enzimas estritamente relacionadas, enquanto outros sao ativos contra
enzimas especificas dentro da mesma classe (WEDER, 1986). O inibidor,
provavelmente, atua como parte dos mecanismos de defesa da planta contra
insetos e/ ou microrganismos patogénicos, além de regular endogenamente a
protedlise celular (KAPUR et al, 1989; JONGSMA & BOLTER, 1997).

MARRIOTT et al (1978) constataram que o aumento na atividade enzimatica
da PAL, associado a ferimentos em vegetais, pode sinalizar o aumento na
biossintese de lignina, que atua como barreira a infeccdo microbiana e também
pode promover aumento na concentracdo de produtos de oxidacéao de fendlicos,
alterando a concentracao de auxinas por causa da presenca de oxidases.

A lignificacdo proporciona aumento na resisténcia das paredes a acao de
enzimas degradadoras variando entre os 6rgdos vegetativos, assim, com menor
lignificac&o cai a atividade da PAL (FURLAN et al, 1998).

Na andlise de estruturas germinativas em sementes de D. mollis foi

detectada dorméncia tegumentar atribuida a compostos fenolicos como ligninas,
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que proporcionam maior rigidez tegumentar, e consequentemente funcionam

como mecanismo de protecao e como barreira de penetracdo a agua.
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2. OBJETIVOS

Relacionar os teores de compostos fendlicos, flavonoides e lignina
com a atividade de fenilalanina amoénio liase (PAL) em plantas
jovens de D. mollis.

Identificar em condi¢cdes ambientais distintas atividade enzimatica de
PAL (fenilalanina amoénio liase) em D. mollis.

Avaliar maior atividade de fenilalanina amoénio liase (PAL) com
folhas, frutos e plantas de D. mollis tratadas com preparados
homeopaticos.

Verificar a acdo de tratamentos homeopaticos na liberacdo de
ligninas de sementes de D. mollis.

Quantificar os teores de ligninas em sementes de D. mollis.

Inferir sobre os mecanismos de defesa causados pelas ligninas e
PAL (fenilalanina amoénio liase), frente a infestacdes fungicas

durante a germinacao de sementes de D. mollis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao das amostras
3.1.1. Obtencao das sementes

Frutos de plantas matrizes de D. mollis foram coletados em Montes Claros,
nos meses de agosto a outubro de 2005. Apos a colheita, os frutos com pequena
fenda lateral ou estavam totalmente fechados, foram espalhados sobre lonas, em
camadas finas (secagem natural com luz solar e temperatura ambiente média de
35°C) |4 permanecendo durante dois dias a fim de facilitar a extracdo manual das

sementes.

3.1.2. Beneficiamento das sementes

O beneficiamento foi o manual, retirando-se as sementes chochas, verdes,
quebradas e pedacos de frutos, de maneira a incrementar a pureza fisica e a
qualidade do lote. As sementes foram selecionadas tendo como critérios a
homogeneidade de cor, tamanho e maturidade bioldgica, sendo eliminadas as mal
conformadas e com injurias. O preparo das sementes foi feito nas dependéncias

do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa.
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3.1.3. Amostras de campo

Folhas totalmente expandidas e frutos no primeiro estadio de maturacéo
(totalmente verdes) de plantas adultas foram coletados no més de abril/ maio de
2006, no Cerrado do norte de Minas, na macro-regido de Montes Claros por meio
de podéao/ ou tesoura de poda. As coordenadas de campo foram obtidas em GPS,
constituindo doze tratamentos, com quatro repeticdes (frutos — TFR-MOC 01 a

TFR-MOC 12 e folhas — TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12), totalizando 96 amostras.

3.1.4. Amostras cultivadas

As sementes selecionadas foram pesadas em balanca analitica (Toledo
Mettler) e separadas em 16 tratamentos (25 sementes por parcela) com 4
repeticbes (TR-VIC 01 a TR-VIC 16), no laboratério de melhoramento vegetal. Em
seguida, procederam-se a embebicdo, germinacdo e avaliacdo do crescimento
(padrdes fitotécnicos) das sementes/ plantulas. Depois de 63 dias, as plantas dos
tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16 foram coletadas, identificadas, pesadas em
balanca analitica (Micronal B200), armazenadas em embalagens de papel Kraft,
dispostas em bandejas em estufa de ventilagdo forcada a temperatura de 38°C
até peso constante.

Os medicamentos e preparados homeopaticos adotados foram:
01 — Agua destilada;
02 — Agua destilada 6 CH;
03 — Agua destilada 12 CH;
04 — Phosphorus 6 CH;
05 — Phosphorus 12 CH;

06 — Cyrtopodium 1D;
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07 — Kali phosphoricum 6 CH,;

08— Sulphur 6 CH,;

09 — Sulphur 12 CH;

10 - Etanol 70% 6 CH

11 - Etanol 70% 12 CH

12 — Carbo vegetalis 12 CH;

13 — Caryocar brasiliensis (Pequi) 6 CH;
14 — Caryocar brasiliensis (Pequi) 12 CH;
15 — Dimorphandra mollis fungi 6 CH;

16 — Dimorphandra mollis fungi 12 CH.

3.2. Selecao e Obtencéo dos tratamentos

A escolha dos preparados homeopaticos foi baseada nas pressuposicoes e
resultados de ANDRADE et al (2001); ARMOND et al (2004); CASTRO et al (2003),
BoNATO et al (2005); SukuL et al (2006; 2002); DATTA (2006); HAMMAN et al (2003);
BETTI et al (2003a, 2003b); BRrizzi et al (2005; 2000); BAUMGARTNER et al (2004);
HAMMAN et al (2003); DITTMANN et al (1996); BINDER et al (2005) e EIZAYAGA
(1996).

Os medicamentos, preparados homeopaticos e autonosédios escolhidos

constituiram os tratamentos TRG-VIC 01 a TRG-VIC 16.

3.3. Manipulacéo dos Preparados homeopéticos

As matrizes homeopaticas foram adquiridas de Farmacia Homeopatica

idénea onde foram preparadas segundo as normas da Farmacopéia Homeopatica
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Brasileira (1977, 2002) e do Manual de Normas Técnicas para Farméacia
Homeopatica (2004).

A manipulacdo dos medicamentos, preparados homeopaticos e
autonosodios utilizados em aplicacdes, na embebicdo das sementes e no cultivo
de plantulas foi feita de acordo com o “Manual de Normas Técnicas da Farmacia
Homeopéatica” (ABFH, 2003) e “Manipulacdo de Preparados Homeopaticos”

(RODRIGUES-DAS-DORES, ANDRADE & CASALI, 2007).

3.4. Conducao do experimento

As determinacdes dos teores de lignina em sementes e da quantificacdo da
fenilalanina amoénio liase (PAL) foram feitas nos Laboratérios Melhoramento
Vegetal e Fisiologia PAds-Colheita do Departamento de Fitotecnia da Universidade

Federal de Vicosa

3.5. Avaliacao e determinacao de Fenilalanina amdnia liase (PAL)

A analise da concentracdo de PAL nos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC
16; TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 foi adaptada da
metodologia de REDMAN et al (1999) (esquema 1).

Folhas maduras totalmente expandidas (TRF-MOC), frutos no primeiro
estagio de maturacdo (TFR-MOC) e as folhas mais antigas (TR-VIC) de plantas
cultivadas de D. mollis recentemente coletadas foram embaladas em papel
aluminio, identificadas, armazenadas em caixas de gelo e transportadas ao
Laboratério de Melhoramento Vegetal do Departamento de Fitotecnia da

Universidade Federal de Vigosa.
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Amostras com 100 mg dos tratamentos TFR-MOC 01 a 12, TRF-MOC 01 a
12 e TR-VIC 01 a 16 e suas repeticbes foram macerados com 1mL de tampéao
fosfato (pH 6,0) em gral de porcelana (Chiarotti) previamente resfriado. O
macerado foi transferido a tubos eppendorf de 1,5 mL, identificados e
centrifugados em microcentrifuga rotativa (Eppendorf) a 14000 rpm, por 5 minutos
a 4° C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido a tubos plasticos,
rotulados e armazenados a baixa temperatura.

Na quantificacdo da PAL utilizou-se 6 pM de L- Fenilalanina; 0,5 M de
tampao TRIS-HCI (pH 8,0) e 200uL de extrato dos tratamentos TFR-MOC 01 a
12, TRF-MOC 01 a 12 e TR-VIC 01 a 16 (esquema 1).

Incubaram-se os extratos por 60 minutos a 37°C em banho-maria (Tecnal).
Apés esse periodo, adicionou-se 0,05 mL de HCI 5 N e em seguida as
concentracbes de PAL foram medidas quantitativamente em 290 nm em
espectrofotometro Shimadzu (Modelo UV1601) (esquema 1) e os resultados

expressos em pg/mL de acido cinamico.

3.5.1 Curva Padréo

A PAL teve como padrdo o acido cinamico (Sigma). Pesou-se 100 mg de
acido cinamico e diluiu-se com tampéao fosfato (pH 6), em baldo volumétrico de 10
mL, obtendo a solucdo estoque (SE) com 10 mg/mL de &cido cinamico. Da
solucéo estoque (SE) retirou-se a aliquota de 1mL e dilui-se com tampéao fosfato
(pH 6), em baldo volumétrico de 100 mL constituindo a solucdo amostra (SA) com
0,1 mg/mL ou 100 pg/mL, da qual foram retiradas aliquotas de 100 pL a 500 pL,
com as concentracfes de 10 pg a 50 pg, que foram adicionados a 6 uM de L-

Fenilalanina; 0,5 M de tampdo TRIS-HCI (pH 8,0). Procedeu-se a
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homogeneizacéo e incubaram-se os extratos por 60 minutos a 37°C em banho-
maria (Tecnal). ApOs esse periodo, adicionou-se 0,05 mL de HCI 5 N e em
seguida as concentracdes foram quantificadas em 290 nm em espectrofotdmetro
Shimadzu Modelo UV1601 (esquema 2) e os resultados expressos em pgmL™*h™

de acido cinamico (figura 3).

Esquema 1: Metodologia de quantificacdo da atividade PAL (ugmL™h™* de &cido
cindamico) por doseamento espectrofotométrico.

100 mg do material fresco
1 mL de tampé&o fosfato (pH 6,0)
Extrair

Centrifugar

v Retirar o sobrenadante

200 pL de Extrato 1

400 pL de Tampéao TRIS-HCI 0,5 M (pH 8,0)
400 pL de L-Phenylalanina 6 pM

Homogeneizar

v Incubar 37°C, 60 minutos

Extrato 2
l 50 uL de HCI5 N

Cubetas espectrofotométricas de quartzo de 1,5 mL

Absorbancia

290 nm
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Esquema 2: Curva de calibracdo de fenilalanina amonio liase (PAL)
PADRAD: ACIDO CINAMICO (CaHa 0
Ph = 148,2{ SIGMA)
COMCENTRACAD DOS PADROES

C= M=1482/10=1482maf mL
W

148,2 mg {148,2(10 = 14,82 mai mb

10 L de tarmpé&o TRIS-HCI 0,5 MpH = 8,0
Baldo wolurmétricn de 10 mL
Hormogeneizar

SOLUGCAO ESTOQUE (14,82 mg/ mL)

Aliguota de 1L (14,82 o)
100 mL de tampdo

Baldo volumetrico de 100 mbL
Homogeneizar

SDLUI;.ﬁD AMOSTRA (0,1482 mog/ mL =148,2 pgf mL)
l Aliguotas

! ! I }

3370pL 05pgy BFSPLOT 0 pey 101250000 5p9) 13,500 CZpa 1B 8L spg)
100pLi14,52 pg) 2000002964 pg) 300 plid4 46 pg) 400 pLi59,28 pg) 500 pl (74,1 po)
| PHETis 4883 | 4866 | 4949 | 49325 | 491,55

Aliquotas da Solugdo Amostra

ou 100 pla s00pL da Solugio Amostra

¥ Tarmpao (C1=0 mg! mL)

B= 400 FHE+ 400 tamp 3o + 200 tampdo ou qsp amostra +50 pLHCI
B= 400 FHE+ 400 tampao + 200 amostra ou gsp + 50 pL HCI

B= 800 tampda + 200 amastra ou qsp + S0pL HCI

400 pL de Tarmpdo TRIS-HCI 05 M
400 pL de L-Pherylalaning G g
Hormoageneizar

Incubar 3792, B0 minutos

v 50 pL de HCL 5M
Cubetas espectrofotormétricas de guarzo de 1,5 mL

ABSORBAMCIA
290 nm
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3.6. Avaliagdo de Lignina em sementes

A andlise da concentracédo de lignina nos tratamentos TRL-VIC 01 a TRL-
VIC 08; foi adaptada da metodologia de ReEDMAN et al (1999) (esquema 3), e
adaptado do método de floroglucinol de GURR (1965).

Amostras com 640 sementes (80 sementes por tratamento, 10 sementes
por parcela, em periodos de 24h e 48h) foram pesadas constituindo o0s
tratamentos TRL-VIC 01 a 08. As sementes foram embebidas com 20 mL de agua
e com 10 gotas de preparados homeopaticos, e deixadas em repouso por 24
horas. Os tratamentos homeopaticos foram aplicados em duplo cego e
comparados as testemunhas agua destilada e alcool etilico.

Constituiram os TRL-VIC 01 a TRL-VIC 08 as homeopatias:

01 — Agua destilada

02 — Alcool etilico (Etanol 70%)

03 — Dimorphandra mollis fungi 6 CH (fungos)

04 — Dimorphandra mollis fungi 12 CH (fungos)

05 — Phosphorus 6 CH

06 — Phosphorus 12 CH

07 — Rutina 6 CH

08 — Rutina 12 CH

Apoés este periodo, as sementes foram drenadas e novamente pesadas,
calculando-se o percentual de embebicdo das sementes.

As mesmas sementes, apos a embebicdo, foram descolorizadas em 10 mL
de alcool 70% por 24 horas e 48 horas. Depois desse periodo, as sementes foram

lavadas em agua destilada, e expostas a 5 mL de floroglucinol a 1% (Vetec) por 1
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e 2 horas. Em seguida, foram tratadas com 1 mL de H,SO, 6 M liberando a
coloracdo vermelha, indicativa da deposicdo de ligninas. As intensidades de
coloracdo foram avaliadas qualitativamente como negativo (-), fracamente positiva
(x), moderadamente positiva (++), positiva (+++), intensamente positiva (+++++),
(figura 2 a e B), que foram transformados em notas de 0 a 5 visando a analise

estatistica.

Figura 2A: Coloracdes do teste de lignina nas sementes de D. mollis.

pp—— @ T
f 4 3 a 2199

5

A. Controles: B — Branco; 1 — negativo (-); 2 — fracamente positivo (*); 3 —

moderadamente positivo (++); 4 — positivo (++++), 5 — intensamente positiva (+++++)
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Figura 3B: Coloragfes do teste de lignina nas sementes de D. mollis.

B. Controles: 0 — Branco; 1 — negativo (-); 2 — fracamente positivo (z); 3 —

moderadamente positivo (++); 4 — positivo (++++), 5 — intensamente positiva (+++++)

3.7. Processamento de dados e analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e teste de
média (Dunnett, Duncan, Tukey) a 5% de probabilidade, utilizando os programas
Sistema para Andlises Estatisticas (SAEG) e Genética Quantitativa e Estatistica

Experimental — VS (GENES).
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS
4.1.1. Atividade da fenilalanina aménia liase (PAL) nos tratamentos
homeopaticos (TR-VIC 01 a 16) e nas amostras de campo (TRF-MOC 01 a 12
e TFR-MOC 01 a 12).

Os resultados das analises em frutos e folhas nos tratamentos TFR-MOC
01 a 12 e TRF-MOC 01 e 12 e nos tratamentos com preparados homeopaticos
(TR-VIC 01 a 16) em relacdo a PAL estdo nos quadros 1, 2 e 3. A curva de
calibracdo da PAL teve como equacdo de ajuste § = 0,0515 x e r>= 0,9943.

Os maiores valores foram nas homeopatias (TR-VIC 01 a 16) em TR-VIC
07 - Kali phosphoricum 12 CH (tm = 119,02 ugmL™*h™), seguido de TR-VIC 05 —
Phosphorus 12 CH (tm = 104,23 pgmL™*h™) e TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH (86,91
ngmL*h™), (quadro 3). Em frutos foram no TFR-MOC 12 (tm = 206,88 ugmL™h"
1Y (quadro 2) e em folhas no TRF-MOC 08 (tm = 59,32 pgmL™h*= 1,80 ugmL™*h"
! _ dados transformados) (quadro 1, tabela 1).

Os menores teores de PAL nos tratamentos com homeopatias foram em
TR-VIC 13 Caryocar brasiliensis frutis 6 CH (ns*) e Phosphorus 6 CH (tm = 11,97
ngmL*h™) (quadro 3). Em frutos foram em TFR-MOC 04 (tm = 22,25 pgmL™*h™)

(quadro 2) e em folhas nos TR-VIC 09 (tm = 6,15 pgmL™"h™) (quadro 1, tabela 1).
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Tabela 1: Resumo da anélise de variancia da atividade de PAL (ugmL™*h™) em
folhas (TRF-MOC) em frutos (TFR-MOC) e em plantas jovens (TR-VIC) de D.

mollis.

Quadrados médios

F.V. G.L. G.L. TR-VIC

MOC TFR-MOC  TRF-MOC VIC

TRAT 11 15534,36* 0,28+ 15 3292,912*
RESIDUO 36 343428 0,11 48 371,7157
CV (%) 77,78 22,823 31,50

*** | significativo ao nivel de 10% de probabilidade.

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Quadro 1: Teores médios de PAL (ugmL™*h™) nas folhas de Dimorphandra mollis
dos tratamentos TRF — MOC 01 a TR-MOC 12.

TRATAMENTOS MEDIAS ()
TRF — MOC 08 1,77 A
TRF — MOC 03 1,68 A
TRF — MOC 05 1,64 A
TRF — MOC 07 1,62 A
TRF — MOC 04 1,62 A
TRF — MOC 11 1,55 A
TRF -MOC 12 1,42 AB
TRF - MOC 02 1,41 AB
TRF — MOC 10 1,40 AB
TRF — MOC 06 1,34 AB
TRF — MOC 01 1,20 AB
TRF — MOC 09 078 B

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo
teste de Tukey a 10% de probabilidade.
¢ Dados transformados log (PAL).

197



Quadro 2: Teores médios de PAL (ungmL™*h™) nos frutos de Dimorphandra mollis
correspondentes aos tratamentos TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12.

TRATAMENTOS MEDIAS
TFR - MOC 12 206,88 A
TFR - MOC 11 159,40 AB
TFR -MOC 10 157,03 AB
TFR — MOC 06 71,78 AB
TFR —MOC 07 5341 B
TFR — MOC 02 52,00 B
TFR - MOC 01 48,00 B
TFR — MOC 09 38,45 B
TFR — MOC 03 34,40 B
TFR — MOC 08 3346 B
TFR — MOC 05 27,00 B
TFR —MOC 04 2225 B

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quadro 3: Teores médios de PAL (ugmL™*h™) de plantas de Dimorphandra mollis
cultivadas em Vicosa (MG) correspondentes aos tratamentos TR-VIC 02 a TR-VIC

16 comparados a testemunha TR-VIC 01 — Agua destilada.

TRATAMENTOS MEDIAS COMPARAGOES
TUKEY DUNNETT
TR-VIC 07 - Kali phosphoricum 12 CH 110,02 A *
TR-VIC 05 - Phosphorus 12 CH 104,23 AB *
TR-VIC 09 - Sulphur 12 CH 86,91 ABC
TR-VIC 03 — Agua destilada 12 CH 85,14 ABC
TR-VIC 08 - Sulphur 6 CH 74,87 ABC
TR-VIC 06 - Cyrtopodium 1D 64,00 BC
TR-VIC 12 - Carbo vegetalis 12 CH 62,85 BC
TR-VIC 11 - Etanol 70% 12 CH 59,75 BC
TR-VIC 01-Agua destilada (TESTEMUNHA) 59,05 BC
TR-VIC 10 - Etanol 70% 6 CH 57,55 C
TR-VIC 15 - D. mollis fungi6é CH 55,90 CD
TR-VIC 16 - D. mollis fungi 12 CH 51,69 CD
TR-VIC 14 - C. brasiliensis frutis 12 CH 50,10 CD
TR-VIC 02 - Agua destilada 6 CH 45,38 CDE
TR-VIC 04 - Phosphorus 6 CH 11,97 DE *
TR-VIC 13 - C. brasiliensis frutis 6 CH 0,7¥10°* E *

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
As médias com asterisco (*) diferiram da testemunha (Agua destilada — TR-VIC

01) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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4.1.2. Determinacgéo de lignina em sementes de D. mollis

O percentual de embebicdo foi maior nos tratamentos TRL-VIC 01 Agua
destilada (testemunha) (tm = 35,29%) e em TRL-VIC 08 Rutina 12 CH (tm =
32,98%) e menor em TRL-VIC 06 Phosphorus 12 CH (tm = 17,41%) e TRL-VIC 07
Rutina 6 CH (tm = 20,27%) (quadros 4 e 5).

Apoés contato com floroglucinol por 1 hora nas 24 primeiras horas, as
maiores notas foram atribuidas ao TRL-VIC 06 - Phosphorus 12 CH (4,25) e TRL-
VIC 07 - Rutina 6 CH (3,25), sendo superior as testemunhas TRL-VIC 01 - Agua
destilada (2,5) e TRL-VIC 02 - Etanol 70% (2,25); e as menores notas em TRL-
VIC 03 - D. mollis fungi 6 CH (1) e TRL-VIC 04 - D. mollis fungi 12 CH (1,25). Nas
2 horas por contato com floroglucinol em 24 horas, as maiores notas foram
atribuidas ao TRL-VIC 03 - D. mollis fungi 6 CH (3,5) e TRL-VIC 03 - D. mollis
fungi 12 CH (3,25) e menor em TRL-VIC 05 - Phosphorus 6 CH (2,25) (quadros 4
e 5, tabela 2) (figura 2).

O percentual de embebicdo nas 48 horas foi superior nos tratamentos TRL-
VIC 02 - Etanol 70% (tm = 43,80%) e TRL-VIC 06 - Phosphorus 12 CH (41,80) e
inferior em TRL-VIC 01 - Agua destilada (tm = 14,72%) e TRL-VIC 04 - D. mollis
fungi 12 CH (tm = 19,43%) (quadros 4 e 5).

Apoés contato com floroglucinol por 1 hora em 48 horas, as maiores notas
foram atribuidas ao TRL-VIC 03 - D. mollis fungi 6 CH (3,25) e TRL-VIC 07 -
Rutina 6 CH (3), sendo superior as testemunhas TRL-VIC 01 - Agua destilada
(2,50) e TRL-VIC 02 - Etanol 70% (1,25); e a menor nota em TRL-VIC 05 -
Phosphorus 6 CH (1) (quadro 4 e 5) (figura 3).

Nas 2 horas por contato com floroglucinol em 48 horas, as maiores notas

foram atribuidas ao TRL-VIC 08 - Rutina 12 CH (4), TRL-VIC 07 - Rutina 6 CH (4)
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e em TRL-VIC 06 - Phosphorus 12 CH (3,75), superiores as testemunhas agua
destilada e Etanol 70% (TRL-VIC 01 e 02) e menor em TRL-VIC 04 - D. mollis

fungi 12 CH (1,25) (quadro 4 e 5).

Tabela 2: Resumo da andlise de variancia em funcao do percentual de
embebicdo (EMB %) e de lignina em sementes de D. mollis nos tratamentos TRL-

VIC 01 a 08, nos tempos de 24 e 48 horas apés 1 e 2 horas com floroglucinol.

QUADRADOS MEDIOS

EMB 24H 24H 48H 48H
F.V. G.L. 24H 48H 1H 2H 1H 2H
TRAT. 7  160,66* 400,99* | 433 0,76* | 2,70* 0,64*
RESIDUO 24 167,94 180,49 | 1,02 1,22 1,05 0,26
CV (%) 48,74 46,35 | 43,69 39,42 | 47,56 30,41

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Quadro 4: Teores de lignina em sementes de D. mollis apés embebicdo (EMB),
24 horas de clarificacao e adicéo de floroglucinol por 1 e 2 horas em meio acido,

nos tratamentos TRL-VIC 02 a 08, comparados as testemunhas Etanol 70% (TRL-

VIC 02 *) e 4gua destilada (TRL-VIC 01 *).

TRATAMENTOS MEDIAS

24 HORAS

EMB 1H 2H

TRL-VIC 01 — Agua destilada (TESTEMUNHA 1) |3529 A [2,50 AB (3,00 A

TRL-VIC 02 — Etanol 70% (TESTEMUNHA 2) 2950 A [2,25AB (250 A

TRL-VIC 03 — D. mollis fungi 6 CH 27,88 A 1,00 B |3,50*A
TRL-VIC 04 — D. mollis fungi 12 CH 21,30A |1,25 B |3,25*A
TRL-VIC 05 — Phosphorus 6 CH 28,06 A 2,00 AB |2,25*A
TRL-VIC 06 — Phosphorus 12 CH 17,41 A |425*A |250 A
TRL-VIC 07 — Rutina 6CH 20,27 A 3,25 AB [250 A
TRL-VIC 08 — Rutina 12 CH 32,98 A 2,25 AB |3,00 A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

As médias com asteriscos (* *) diferiram das testemunhas (dgua destilada — TR-
VIC 01*) e (etanol 70% — TR-VIC 10*) pelo teste de Dunnett a de 5% de

probabilidade.
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Quadro 5: Teores de lignina em sementes de D. mollis apés embebicdo (EMB),
48 horas de clarificacdo e adicao de floroglucinol por 1 e 2 horas em meio acido,

nos tratamentos TRL-VIC 02 a 08, comparados as testemunhas Etanol 70% (TRL-

VIC 02 *) e 4gua destilada (TRL-VIC 01 *).

TRATAMENTOS MEDIAS

48 HORAS

EMB 1H 2H .

TRL-VIC 01 — Agua destilada (TESTEMUNHA 1) | 14,72* B | 2,50 AB | 1,70 AB

TRL-VIC 02 — Etanol 70% (TESTEMUNHA 2) 43,80*A | 1,25AB | 1,84 A

TRL-VIC 03 — D. mollis fungi 6 CH 29,19 AB | 325*A | 1,60 AB
TRL-VIC 04 — D. mollis fungi 12 CH 19,43*AB | 1,50AB | 0,75**B
TRL-VIC 05 — Phosphorus 6 CH 30,92 AB |1,00 B |168 AB
TRL-VIC 06 — Phosphorus 12 CH 41,80 *AB | 250AB | 1,90 A
TRL-VIC 07 — Rutina 6CH 25,11 AB |3,00AB | 198 A
TRL-VIC 08 — Rutina 12 CH 26,88 AB | 2,25AB | 1,97 A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

As médias com asterisco (*) diferiram das testemunhas (dgua destilada — TR-VIC
01*) e (etanol 70% — TR-VIC 10*) pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de
probabilidade.

« dados transformados V (2 H).
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Figura 2: Tubos de ensaio contendo a avaliacdo dos teores de lignina por 24

horas, 1 hora apés a adicao de floroglucinol em meio acido, em sementes de D.

mollis nos tratamentos TRL-VIC 10 a 08.

Figura 2: Tubos de ensaio contendo a avaliacdo dos teores de lignina por 48
horas, 1 hora apos a adicdo de floroglucinol em meio acido, em sementes de D.

mollis nos tratamentos TRL-VIC 10 a 08.

204



4.2. DISCUSSAO

4.2.1. Atividade da fenilalanina amdnia liase (PAL) nos tratamentos e nas
amostras de campo.

Na via de biossintese de compostos fendlicos a PAL é enzima precursora,
conforme discutido anteriormente. A analise de PAL visou relacionar os
tratamentos TRF-MOC, TFR-MOC e TR-VIC e confirmar que o aumento da PAL
implicaria no aumento de compostos fendlicos.

ANTEROLA et al (2002) comentam que a reacdo catalisada pela PAL é
passo comum a biossintese de muitos outros compostos, tais como flavonoides,
lignina, xantonas, taninos, dentre outros, sinalizando a existéncia de outros pontos
importantes na regulacdo dessa via, que também deveriam ser estudados em D.
mollis.

Os resultados de analise quantitativa da PAL em TR-VIC 01 a 16 estédo de
conformidade com os maiores teores de compostos fendlicos, principalmente nos
tratamentos TR-VIC 09 (Sulphur 12 CH) e TR-VIC 05 (Phosphorus 12 CH)
(capitulo 4 — quadro 4).

Nos preparados homeopaticos de dinamizagcbes crescentes 6 e 12 CH
houve linearidade das respostas em Phosphorus e Sulphur, onde as

dinamizacdes mais baixas ou menores induzem a diminuicdo da PAL. Ocorre
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também superioridade das maiores dinamizacdes em todos os tratamentos,
destacando-se o0s medicamentos (Phosphorus, Sulphur), e os preparados
homeopaticos Agua, Etanol, Pequi. Pode ser inferido que dinamizacdes maiores
podem interagir mais na via biossintética de compostos fendlicos, com
consequente inducdo da PAL, excetuando o isoterapico D.mollis fungi, sem
linearidade na resposta.

Segundo a teoria quantica, as particulas da solugcdo ou de algum
preparado, no caso da Homeopatia, sdo ondas que se comportam de maneira
bastante peculiar. Particulas sédo confinadas em regido pequena do espaco,
reagem ao confinamento movimentando-se (dinamizacdo), e quanto menor a
regido de confinamento mais rapidamente se agitara e maior serd a energia
formada no sistema (CAPRA, 1983). Essa energia € disponibilizada ao organismo
vivo resultando em equilibrio ou desequilibrio da forca vital do organismo,
detectavel nas plantas por alteracdes nutricionais, no metabolismo ou no
desenvolvimento.

As homeopatias dos tratamentos TR-VIC podem atuar no metabolismo
vegetal interferindo a nivel priméario (carboidratos, proteinas, aminoacidos,
lipidios) ou a nivel secundario (compostos fendlicos, alcaldides, terpenos).

Quase todos compostos fendlicos sdo formados via metabolismo acido
chiquimico e fenilalanina, ambos derivados do metabolismo dos acucares
(HERMANN, 1995). Alteracdo nas quantidades e tipos de acgUcares causa aumento
ou diminuicdo na sintese e degradacdo da maioria dos metabdlitos secundarios,
inclusive lignina e taninos e flavonoides.

O metabolismo dos polifendis, em determinadas situacfes, pode atuar

como antioxidante e inativar o centro ativo de numerosas enzimas (PINOL &
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PALAZON, 1996). Por sua vez, a biossintese de compostos secundarios depende
da constituicdo genética da planta, que determina a formagcdo das enzimas de
especializacéo correspondentes, como a PAL.

O uso de preparados homeopaticos funcionou em folhas jovens de D.
mollis como indutor da biossintese da PAL e de compostos fendlicos. E essencial
lembrar que plantas jovens de D. mollis cultivadas com preparados homeopaticos
tem maiores teores de compostos fenolicos em suas folhas que em folhas adultas
coletadas em Montes Claros (TRF-MOC 01 a 12) (capitulo 4).

A enzima PAL, segundo HARBORNE (1980) € mais ativa em folhas velhas ou
adultas totalmente expandidas, o que é plenamente justificavel, pois a maioria das
folnas adultas tem maiores teores de compostos fendlicos necessarios a
fotoprotecdo, a defesa contra patdgenos e herbivoros, ficando as folhas mais
jovens, os foliolos ou 0s meristemas muito mais susceptiveis a ataque de afideos,
por exemplo, ou colonizac&do de patogenos.

FEENY, RHOADES & CATES (1976) afirmam que as folhas jovens e plantas no
estadio de sucessao sao menos atraentes a herbivoros e, portanto, menor seria o
investimento em defesas quimicas, acumulando-se principalmente nas defesas
qualitativas, como por exemplo, alcaldides. Ja as folhas maduras e plantas em
estadio final de sucessdo seriam mais atraentes e teriam mais defesas
quantitativas, com maior acumulo de macromoléculas como taninos, ligninas e
fibras.

CoLEY et al (1985) propuseram que os metabdlitos secundarios presentes
em determinada espécie seriam produzidos segundo a teoria de “translocacao

dos recursos” que considera que a quantidade de compostos secundarios e
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defesa anti-herbivoria depende da taxa intrinseca de crescimento da espécie e da
disponibilidade de nutrientes no ambiente.

Atualmente admite-se que a producédo de compostos fendlicos (metabdlitos
secundarios) estaria interligada as condi¢cdes estressantes, o que justifica a alta
producdo em plantas de D. mollis. Em estresse bioquimico-fisioldgico ocorre a
diminuicdo da sintese de proteinas, reducéo das defesas quimicas e ao aumento
de aminoacidos livres tornando-as mais palataveis; ou ainda, em condi¢cées nao
estressantes, se privilegiaria 0 vigor da espécie, pois plantas mais vigorosas
possuem crescimento mais intenso, com maiores teores de agua e nutrientes
disponiveis (plantas jovens e plantulas), ficando mais sujeita a herbivoria (FURLAN
et al, 1998).

Segundo JONES & COLEMAN (1991) a poluicdo atmosférica pode reduzir o
ganho de carbono, diminuindo a relagéo entre carbono e nitrogénio da planta, pois
ha reducdo nos teores de compostos secundarios e aumento dos compostos
nitrogenados.

Os frutos TFR-MOC 12 e TFR-MOC 11 repetem a relacdo tracada em
compostos fendlicos (capitulo 4) quanto em PAL indicando que os pontos de
colheita Pt-P01 e Pt-291 sdo matrizes em potencial de estudos genémicos (DNA,
germoplasma, isoenzimas, variabilidade) e estudos fitotécnicos (germinacao,
crescimento, resisténcia, melhoramento).

A tendéncia de aumento da atividade da PAL nos frutos (TFR-MOC 01 a
12) possivelmente tenha ocorrido em funcdo do aumento da sintese de etileno
causado pelo amadurecimento e também pelas condicdes de armazenamento e
manipulacdo, embora fossem armazenados e processados em baixa temperatura.

Outro fator que pode ser fundamental nos maiores teores da PAL em frutos é que
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durante a floracdo e frutificacdo ocorre aumento na sintese de fendélicos como
mecanismo de protecao das sementes.

CHITARRA et al (2005) ainda alerta que um dos maiores problemas ao
trabalhar com enzimas esta associado as membranas celulares e as tentativas de
“solubilizacdo” que podem resultar em decréscimo quantitativo e qualitativo da
PAL, o que nao foi observado.

Os estudos com a PAL podem ser relacionados ao processo de inducao de
resisténcia, pois nos frutos houve diferenca significativa entre os tratamentos e a
concentracdo foi alta quando comparada com as da folha, levando a supor que
essa diferenca entre “partes” da planta seja relevante no processo de inducéo de

resisténcia.

4.2.2. Determinacao de lignina em sementes de D. mollis

A grande proporcdo de lignina (componente estrutural das paredes
celulares) em sementes de D. mollis torna-se importante na dispersao pelos
animais do cerrado, principalmente os mamiferos de grande porte como a anta
(Tapirus terrestris), o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus), raposa do campo
(Lycalopex vetulus), uma vez que ndo é degradada pelos microrganismos
ruminais, se mantendo intacta (WILKINS 1972; WILSON 1976; BIZERRIL, RODRIGUES
& Hass, 2005, DALPONTE & LimA, 1999). Além disso, evita o herbivorismo/
parasitismos das sementes, pois esta diretamente relacionada a protecéo contra a
colonizac&o por microorganismos, patdgenos ou herbivoros

A lignina, composto fenolico na presenca de floroglucinol em meio acido

colore-se de résea a avermelhada, de acordo com a intensidade e a quantidade
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presente nas sementes. Este teste estd sujeito as variacdes individuais dos
avaliadores e ao empirismo do método.

Ao se tentar liberar lignina de sementes de D. mollis com preparados
homeopaticos, infere-se que a dureza tegumentar possa ser rompida ou
amenizada por tais tratamentos. Desta forma, Phosphorus 12 CH juntamente com
Etanol 70% foram mais eficientes, na embebicdo e quebra de resisténcia
tegumentar, liberando cor mais intensa apos 48 horas e mais 2 horas com
floroglucinol em meio acido.

Segundo a matéria meédica na agricultura (2006) Phosphorus “afeta
profundamente a nutricdo e a funcdo de cada tecido”, o que justificaria o maior
resultado. Outro aspecto que pode ser considerado € que o tratamento TR-VIC 05
Phosphorus 12 CH propiciou aumento da PAL que ocasionaria aumento de
fendlicos, inclusive lignina.

Os tratamentos homeopaticos foram superiores em 48 horas comparados a
24 horas, indicando que a liberacédo de lignina € lenta e gradual e a informacao
transmitida pelas homeopatias facilita o rompimento e a quebra tegumentar
propiciando coloragdes mais intensas apos 2 horas, exceto o isoterapico D. mollis
fungina 6 CH e 12 CH.

Os medicamentos isoterapicos feitos com o proprio organismo visam
reestabecer o equilibrio as situacbes emergenciais, atuam diretamente no
problema, buscando aliviar temporariamente. O isoterapico ou nosoédio de D.
mollis fungi foi feito com fungos que cresceram durante a germinacdo de
sementes de D. mollis. A escolha desse tratamento baseou-se na possivel
infestacdo das sementes por saproéfitas de solo, na eficacia dos preparados 12 CH

e 6 CH em evitarem o aparecimento de sementes mofadas (capitulo 2), e
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conseguentemente em prevenir acfes danosas imediatas (contaminacdes) nas
sementes frente ao etanol 70% e floroglucinol em meio acido (1 e 2 horas) nos
tratamentos 24 e 48 horas. Pelo comportamento emergencial, os tratamentos
TRL-VIC 03 e 04 (D. mollis fungi 6 CH e 12 CH) tiveram maior eficiéncia em 24
horas, apés 2 horas com reagente de cor em meio acido, conforme observado no

quadro 4, se destacando em relacdo aos demais tratamentos.
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5. CONCLUSOES
Os teores de compostos fendlicos (capitulo 4) estdo diretamente
relacionados a aumentos na PAL em D. mollis.
Os resultados de analise quantitativa da PAL em TR-VIC 01 a 16
estdo de conformidade com oS maiores teores de compostos
fendlicos (capitulo 4), principalmente nos tratamentos TR-VIC 09
(Sulphur 12 CH) e TR-VIC 05 (Phosphorus 12 CH).
A PAL pode ser relacionada ao processo de inducéo de resisténcia
em frutos devido a diferenca significativa entre os tratamentos e a
diferenca de concentracdo entre as demais amostras (folhas e
folhas de plantas jovens) analisadas.
Os tratamentos homeopaticos influenciam diretamente a liberacdo
de ligninas de sementes de D. mollis, apds 48 horas.
O isoterapico D. mollis fungi 6 CH e 12 CH tem comportamento
emergencial na liberacdo de ligninas de sementes de D. mollis,

destacando-se dos demais tratamentos em 24 horas.
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