IDENTIFICACAQ E CONCENTRACAQ DAS ANTOCTANINAS DURANTE A ONTOGENIA FOLIAR DE Hevea brasi
liensis Muell. Arg. (IAN 873) e H. pauciflora Muell. Arg. SUBMETIDAS A DOIS REGIMES HI-
DRICOS.
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RESUMO

Athaves de cromatogragin descendente em papel, com @ wtilizacde de tnes  sistemas
de sofventes, Ldentificaram-se 03 pigmentos presentes nas folhas de serningueira. Por melo
das anabises des cromatogramas e dos RF encontrados, verificou-se a presenca de duas an
teedaninas, a pelangonidina e a cdlanidina. Foi observada a presenca de uma mancha ama-
nefa, com RF acdima de 0,90, provavefmente ¢ quempferof. 0 teon de antocianina fod inglu
enciado pelo defieit hidiico em plantulas de sendinguedina, com drastica hedugde nos pai-
medlnos dez dias de antogenda fofiar. Apos o vigesimo dia de Ldade, nac houve diferenca
sdgnigicativa entre os tratamentes. A progenie do clone 1AN §73 de Hevea brasifiensds
pod mais influenciada pela deficiéneia hidrnica que a de #. pauciffora.

INTRODUCAO

A grande quantidade de antocianinas nas folhas jovens de diversas plantas tropi-
cais tém chamado a atengao de alguns pesquisadores (Taylor, 1970). A maicriados clones
de seringueira mostra nas folhas jovens, elevado tear de pigmentos antocianicos, Esses
pigmentos perduram até o estadio B, (Moraes, 1982), atingindo valores minimes apds o vi
gesimo dia de idade dos foliolos. A coloracao vermetha das folhas de seringueira, cau-
sada pela antocianina, tem sido associada com a suscetibilidade das folhas ao funge Mi-
crocyclus ulei (P, Henn.) Arx.

Informagoes relaciconadas com a presenca de antocianinas em folhas de Hevea spp.
sao escassas. Figari (1965) separou, por cromategrafia, uma mancha amarela, tida como
composto fenélico originario da degradagado de flavonoides, identificados como quempferol
3-ramnodiglucosidio (Martins et al., 1970). Hashim et al., (1980) afirmaram que ela cor

responderia a quercetina, e nac ao quempferol.
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0s flavonoides sao usualmente divididos em duas classes, dependendodanivel de oxi
dagao do anel central piranico., As duas classes mais importantes sao os flanonois ou
3-hidroxiflavonas como a quercetina e as antocianinas come a cianidina (Harborne, 1980).
Cada flavenol temumpigmento gntocianico correspondente. Aquercetina e o quempferol corres
pondem a cianidina e & pelargonidina, respectivarente (Harborne, 1958; 1980).

Por outro lado, os efeitos do deficit hidrico na sintese ou degradagac de antocia
ninas, ou seus precursores, ainda sdo pouco estudados, A degradacao das antocianinas
pode ocorrer na presenca de peroxidases, o acido ascorbico pode exercer papel protetor
contra a degradagao {Grommeck & Markakis, 1964}, ou em concentragoes limitadas de agua
{Erlandscn & Wrolstad, 1972).

Pretende-se identificar as antocianinas presentes na fase jovem da folha de serin
gueira e estabelecer alguma relacac entre o teor de antocianinas e um estresse hidrico

moderado na primeira fase do desenvolvimento follar.

MATERIAL E METODOS

Plantas de Hevea brasiliensis Muell. Arg. (IAN 873) e H. pauciflora Muell. Arg.,
provenientes de sementes ilegitimas, com cerca de 17 meses e guatro langamentos, foram
cultivados em casa de vegetacao. Os experimentos foram realizados em Vigosa, Minas Ge-
rais, entre outubro de 1983 e fevereiro de 1984, As plantulas cresceram em sacos de po
lietileno, com cerca de 10 kg de lLatossolo Vermelho.

Para todos os experimentos, o delineamento experimental correspondeu a blocos in-
teiramente casualizados, com trés repetigées. Os dados colhidos foram submetidos a ana
Tise da variancia, e as curvas foram ajustadas exponencialmente.

Un grupo de 40 plantas foi submetido, durante o experimente, a irrigagac insufici
ente, que manteve o solo com o potencial hidrico (¥ ws) de -0,5 MPa (aproxinadamente um
terco da capacidade de campe). OCutro grupo de 40 plantas foi mantido com estado hidri-
co proximo da capacidade de campo. 0Os teores de agua no solo feram controlados pormeio
de método gravimetrico, extrapolado para urma curva de retencao de umidade do solo.

Foi considerade primeiro dia apos a emergéncia, em todos os experimentos, odia em
que os fallolos atingiram 2 cm de comprimento. £ todas as determinagoes foram emprega
das as quatro felhas antericres de langamento.

A antocianina foi extralda de dex discos foliares, previamente pesados, tomados ao
longo da nervura central e mantidos, por 24 horas, em 5,0ml de metanol-HCL  (99:1 viv),
em refrigerador (Downs 3 Siegelman, 1962). 0 extrato metanolico foi filtradoeo volure
completado para 10,0ml. Procedeu-se a leitura das absorvancias em espectrofotometro, a
530nm para antocianina (Sielgelman & Hendricks, 1958} e a 620 e 650 nm, para eliminar a
interferéncia dos pigmentos clorcfflicos (Sielgeiman & Hendricks, 1958; Creasy, 1968b).
0 calcule da concentragae de antocianina foi feito segundo Creasy (1968 a, ¢), através

da sequinte equacgao:
A = (A -A, ) - 0,1 ( V.

ant 530 ~ M620 Aeso = Reap
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A absorvancia encontrada foi convertida em moles de antocianina, usando o coefici
ente de extingao molar de 34 300 para a absorcaoc mixima a 530nm (Siegelman & Hendricks,
1958) .

A identificagado parcial dos pigmentos antocianicos foi realizada por meic de cro-
matografia em papel, empregando-se uma combinacdo dos métodos de Cage et al.(1951) Geiss
man (1955) e Harborne {J358). A separagdo dos pigmentos foi obtida mediante cromatogra
fia descendente em papel (Harborne, 1958). Foi empregado pape! cromatografico Wathman-1
{50 cm x 2 cm), aplicando-se 10u) de extrato metanclico a l0cm da extremidade. € cro-
matograma fci desenvelvide puma camara, a 220C, empregando-se o seguinte sistema de sol
ventes, proposto por Harborne (1958):

BAW = butanol-acido acético-agua (4:1:5 v/v/v);

AWH = acido acético-agua-HCT {15:82:3 v/v/v);

FORESTAL = acide acético~agua-HCL {30:10:3 v/v/v);

A separacdo foi realizada quando a frente atingiu 35 a 40 ¢m da linha de partida
(Cage et al., 1951). Apds o desenvolvimento, os cromatogramas foram secados ao ar, os
Rf dos pigmentos determinados, as Teituras realizadas sob luz visivel e ultravioleta e
confirmadas, mediante reacdo de cor, pela aplicacac do reagente de Benedict (Harborne,

1958) .

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A coloragao vermelha dos foliclos da maioria dos clones de seringueirasurge ne es
tadio inicial do desenvolvimento das folhas (Carvalho, 1977). Ma Figura ) veéem-se gs
teores de antocianinas presentes nos follolos de seringueira, acumutadas na camada infe
rior das célutas do mesofile. Sao insuficientes as Informagoes scbre a concentragao e
fungde das antocianipas durante a formacao foliar. Sabe-se que a guantidade de antocia
nina nas folhas de Mangifera indica L. depende mais de fatores genéticos que do ambiente
{Taylor, 1970}, © deficit hidrico influenciou a sintese e a degradagao de antocianina
nas duas especies de seringueira estudadas. O teor mais alto de antocianina foi enrcon-
trado em H. pauciflora, quando expresso com base na matéria seca (Figura 1A). ¢ mesmo
nac aconteceu guando expresso com base na area foliar, e ocontrole apresentou valor mais
baixo (Figura 18}. Folhas de seringueira apresentam elevado teor no inicio do desenvolvi
mento foliar, quando expressc com base na area foliar num tratamento estressado. Deve-se
isso ao deficit hidrico, que reduz a taxa de expansao foliar. Come o nimero de células
do mesofilo & cohstante, e a antocianina localiza-se nessas células, abaxialmente, ocor
re um efeito de caoncentragac do pigmento, como no caso da progeniede IAN 373, Em H. pau-
ciflora a redtg3o da antocianina e da area faliar ocorreu na mesma proporgao, sob efei-
to do déficit hidrico (Figura 1B}. A reducac da concentracac de antocianina, provocada
pelo deficit hidrico, com base na matéria seca (Figura 1A), fai de 50 por centoem ambos
os clones, nos dez dias iniciais do desenvolvimento foliar,

A progenie do clone |AN B73 scofreu maior influéncia do déficit hidrice, conforme
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as diferengas discriminadas na Figura 1A. Entretante, os teores de antocianina apds o
vigésimo dia da emergéncia foliar foram semelhantes em ambos os tratamentos, provavel-
mente, em consequéncia da degradacac da antocianina em compostos fendlicos, o que nao foi
confirmade experimentalmente (Figuras 1A e IB). Assim, o teor de antocianina, em rela-
¢ao a idade foiiar, mostra uma taxa de degradacdc e/ou diluigao exponencial, verifican-
do-se queda brusca no teor de antccianina até o vigésimo dia apos a emergéncia foliar,
com concentragoes minimas no quadragésimo dia.

A radiagao luminosa pode influenciar, mediante acao do fitocrome {Ku & Mancinelli,
1972) ou fornecimento de aglceres, gue estimulariam a sintese de flavongide (Eddy & Map
son, 1951; Creasy & Swain, 1966), Em discos foliares de Fragaria vesca L., gquando ex-
postos a luz, foi verificado rapido aumento da fenilalanina amdnia-liase (PAL), medido
através da sintese de flavondides, acido cinamico e lignina (Creasy, 1968a; Goodwin &
Mercer, 1983).

0 acido xiquimico € conhecido como precurser dos aminoacido aromaticos: L-fenila-
lanina e L-tirosina. Esses aminoacidos podemser desaminados para formar os acidos trans-
cinamico e trans-p-cumarico, respectivamente. A desaminacdo da L-fenilalaninaocorre em
todas as plantas e e catalisada pela PAL, que & ativada pela luz {Creasy, 1968a). Esses
acidos sao os primeiros precursores da biosintese de fiavondides (Goodwin& Mercer, 1983).

Nas Tabelas 1 e 2 apresentam-se os resultados dos valores dos RF e das reagoes de
cor, visivel e ultravioleta, & com o reativo de Benedict., 0s valores encontrados mostram
a presenca de dois tipos de antocianinas nas folhas jovens de seringueira,pelargonidina
e antocianidina, ambas na forma de glicosidios (Geissman, 1955).

A rota metabdlica pava a formacdo da cianidina e da guercetina & a mesma (Harbor
ne, 1980}, caracterizada por uma malha interativa das rotas de formacao do quempferc) e
da quercetina. isso poderia explicar a presenca dos dois compostos verificados por Fi-

gari (1965), Martins et al. (1970) ¢ Hashim et al. {1980) em folhas de seringueira.

CONCLUSAQ

0 déficit hidrico reduziu a concentracao de antocianinas em 50%, nos dez dias ini
ciais do desenvolvimento feliar, sendo o clone IAN 873, o mais sensivel, Estao presentes
dois tipos de antocianinas nas folhas de Hevea sp.,a pelargonidina e a2 antocianina, na
forma de glicossideos, correspondendo respectivamente aos flavonoides quercetina e quemp

ferol.

SUMMARY

Pigments of rubben thee Leaves wene identiffed by means of descending paper chroma
Lography, using three scluvent systems. Analysis of the chromatograms and Rf values {n-
dicated the presence of iwe anfhocyaning, pelargonidin and cyanidin. A yeliow spot, with
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R4 value gheater than €¢.90, was probably haempderol.
The anthocyanin fevel was {ngluenced {n nubber tree seedfings subjfected to waten
stness, showing a drastic neduction in the {{nst ton days of Zeaf entogeny. Leaves ofden

than 20 days showed no signipicant difference unden diferent waten siness

theatments..

Ceome TAN 873 progeny more sfrongly affected by waten stness than that of H. pauciglonra.

Fig. 1A e 1B,
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Tabela 1. Valores dos RF de antocianinas presentes em Hevea spp., usande cro
matografia descendente em papel, com trés sistomas de soiventes,
BAW (Butanol-Acido Acitico-Agua %:1:5); AWH (Acido Acético-iigua-
HC), 15:82:3); FORESTAL (Acido Acético-fgua-HC!, 30:10:3). {1).
Amostra BAW (6h) Baw {12) FORESTAL{12) AWH {Lih)
0,32 c 0,34 p 0,36 p
A 0,36 p 0,36 p 0,58 ¢ 0,54 ¢
0,98 g 0,96 q 0,98 g
0,33 ¢ 0,30 ¢
B 0,4k p 0,39 p 0,58 ¢ 0,56 c
0,93 q 0,93 g 0,95 g
0,33 ¢ 0,30 ¢ 0,32 p 0,39 p
c 0,59 ¢ 0,58 ¢
0,93 g 0,92 g 0,92 g

(1} p = pelargonidina; ¢ = cianidina;

q = quempferol.

Tabela 2. Reagoes de cor das manchas, observadas a luz, visivel {V) eUltravieoleta (UV),
e tratadas com salugac de Benedict (B), do cromatograma desenvolvide em trés
sistemas de solventes, (VM, Vermeiho; VB, Vermelhc Brilhante; VD, Verde, AZ,
Azul; RX, Roxa; AM, Amarelo; p, Pelargonidina; ¢, Cianidina; g, Quenpferol.

BAW BAW FORESTAL AwWH
Amostra 6 h 12h 4h 4 h
v uv B v uv B vV uv 8 v UB B
Vi RX  AZS uM RX  AZS  wM ve v uM va  woP
A AM AM o AMY oy RX  AZS  wM RX  AZ©
AM am and AM AM amd
.+ RX VM v wP v ve  voP
VM RX AZ + AZ
VM vs  voP AM a o and
AM AM Aant A am o amd
VM RX  AZS yM RX AZS M va  voP o oum ve  voP
c VM ax Az" uM RX Az
AH aM At am Mo auY M amo aMd
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