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RESUMO

SILVA, K. B. Padréao histo-anatémico, degradabilidade e compostos secundarios
em acessos de manigoba. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia). Programa de Pos-
Graduacdo em Zootecnia. UFPB. Areia-PB. Orientador: Prof°. Dr. Divan Soares da
Silva.

O conhecimento das caracteristicas anatdmicas, degradabilidade ruminal e
metabdlitos secundarios das plantas forrageiras ajudam a esclarecer diferencas
observadas na digestibilidade, principalmente em espécies originarias de ambientes de
condicBes climéticas extremas, como é o caso das plantas da Caatinga, as quais podem
conter estruturas e diferentes compostos quimicos que limitam a sua digestibilidade,
comprometendo dessa maneira o seu valor nutritivo. Objetivou-se com este trabalho
caracterizar o padrdo anatdmico, degradabilidade e determinar 0s compostos
secundarios em trés acessos de manicoba nos diferentes estadios de maturacdo da folha
(Jovem, madura e senescente). O material vegetal foi colhido, de trés acessos de
manicoba (Manihot spp.), das cidades de Barra de Santa Rosa, Boa Vista e Monteiro,
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Universidade Federal da
Paraiba - Campus Il. A coleta foi realizada de maio de 2014 a abril de 2015, onde foram
selecionadas trés plantas de cada acesso, das quais colheu-se folhas e peciolos para
caracterizagdo histo-anatdbmica e degradabilidade ruminal através da confeccdo de
Iaminas histoldgicas permanentes. Apds preparo das mesmas, procedeu-se a avaliacdo e
quantificacdo dos tecido. Foram medidas a area total ocupada pelos tecidos e a
proporcao (%) da epiderme (EPI), esclerénquima (ESC), xilema mais fibras associadas
(XIL) floema (FLO), mesofilo (MES) e, quando presente, colénquima. A
degradabilidade foi dada pela diferenca entre a proporcdo de tecido antes e apds
incubacdo ruminal por 48 horas. Através do screening fitoquimico identificou-se os
metabdlitos secundarios presentes nos acessos de manicoba. lIdentificou-se que as
laminas foliares dos trés acessos apresentaram proporcdes semelhantes para as
caracteristicas anatdmicas. Nos peciolos ocorreram variagdes das propor¢bes dos
acessos e estadios de maturacdo. O estadio senescente apresentou maiores proporgdes
para alguns de seus tecidos tanto nas laminas foliares como nos peciolos. Os acessos 02
e 04 por apresentarem maiores proporcdes de xilema, diminuiu sua digestibilidade. Com
base nos resultados, 0 avanco da maturacéo fisiol6gica dos tecidos nas folhas e peciolos
de acessos de manigoba, proporciona reducdo na degradabilidade. O acesso 38
apresenta maior digestibilidade por apresentar maior proporcdo de mesoéfilo. A presenca
e concentracdo dos metabolitos secundarios é variavel entre 0s acessos e estadios de
maturacao.

Palavras-chaves: Caatinga, Compostos Fendlicos, Epiderme, Planta Nativa



ABSTRACT

SILVA, K. B. histo-anatomical pattern, degradability and secondary compounds in
manicoba accesses. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia). Programa de Pos-Graduacéo
em Zootecnia. UFPB. Areia-PB. Orientador: Prof°. Dr. Divan Soares da Silva.

Anatomical characteristics knowledge, ruminal degradability and forage plants
secondary metabolites help to clarify differences in digestibility, especially in species
from extreme weather environments, as is the case of Caatinga plants, which may
contain structures and different chemicals compounds which limit their digestibility,
thus restricting their nutritional value. This study objective was to characterize the
anatomical pattern, degradability and determine the secondary compounds in three
manicoba access at different sheet maturation stages (young, mature and senescent).
The plant material was collected from three manicoba access (Manihot spp.), Barra de
Santa Rosa city, Boa Vista city and Monteiro city,from the Federal University of
Paraiba - Campus Il, Active Germplasm Bank (BAG).The data collect was conducted
from May 2014 to April 2015, which were selected from each access three plants, which
were harvested leaves and petioles for histo-anatomical characterization and
degradability by making permanent histological slides. After preparing the same, we
proceeded to the evaluation and tissue quantification. Their total area available by the
tissue and the epidermis ratio (%) (EPI), sclerenchyma (ESC), xylem more associated
fibers (XYL) phloem (FLO), mesophyll (MES) and, when present, chollenchyma. The
degradability was given by the difference between the fabric proportion before and after
48 hours ruminal incubation. Through phytochemical screening was identified
secondary metabolites present in manicoba access. It was found that the three access
leaf blades had similar proportions to the anatomical features. On petioles occurred
proportion variations from access and maturation stages. The stage senescent showed
higher proportions for some of their tissues both in leaf blades and petioles. Accesses 02
e 04, because they have higher xylem ratios, decreasing their digestibility. Based on the
results, the physiological maturation progress of manicoba access tissue in the leaves
and petioles, provides degradability reduction. Based on the results, the physiological
maturation progress of manicoba access tissue in the leaves and petioles, provides
degradability reduction. The 38 th access had a higher digestibility due to a higher
mesophyll proportion. The secondary metabolites presence and concentration is
variable between accessions and maturation stages.

Keywords: Caatinga, Phenolic Compounds, Epidermis, Native Plant

Vi



1 INTRODUCAO

No Brasil o Semiarido abrange uma éarea territorial de aproximadamente um
milhdo de km2, possui clima quente e seco, com duas épocas, a seca € a chuvosa e
temperatura media dos 28°C, a concentragcdo de chuvas ocorre de trés a quatro meses
durante o ano, ocasionando um balango hidrico negativo na maior parte dos meses
(ARAUJO FILHO et al., 1995).

Grande parte do territorio brasileiro é coberta pela vegetacdo denominada
Caatinga, Unico bioma exclusivamente brasileiro, a qual é rica em biodiversidade,
inclusive, espécies endémicas. A caatinga possui abundancia de cactaceas, arvores de
porte baixo e arbustos, que predominantemente perdem as folhas no periodo seco,
caracterizando-as como espécies caducifélias (SNIF, 2015). Devido seu potencial
forrageiro e por possuir abundancia e serem resistentes a seca, tais espécies vegetais sdo
bastante utilizadas para alimentacdo animal, sendo quase que exclusivamente a Unica
fonte de recurso alimentar para a maioria dos rebanhos da regido semiarida nordestina
(ARAUJO FILHO et al., 1993), principalmente durante o periodo seco do ano, 0 que
afeta significativamente a produtividade dos rebanhos (MOREIRA FILHO et al., 2008).

Nesta perspectiva, uma das espécies encontradas nas diversas areas que
compdem o semiarido nordestino e que se destaca por apresentar uma boa alternativa
forrageira para a produgdo animal é a manicoba (Manihot spp.). Assim como a
mandioca, a manicoba por ser do mesmo género é classificada como uma espécie
heliofila, perene, arbustiva, pertencente a familia Euphorbiaceae (LORENZI, 2003).
Esta forrageira apresenta alta palatabilidade, tanto verde como fenada, com alto valor
nutritivo dentre as plantas nativas. Embora seja bem estabelecida na regiéo, devido sua
toxicidade quando os animais a consomem verde, alguns produtores substituem as areas
ocupadas pela manigoba com o cultivo de outras espécies (NASSAR, 2000).

Assim como as demais espécies do género Manihot, a manigcoba (Manihot spp.)
faz parte do grupo de plantas que possuem como principal caracteristica a presenca de
composto secundario glicosideos cianogénios, cuja formacdo se da através da hidrolise
quimica ou mediante a acdo das principais substancias cianogénicas como a linamarina
e lotaustralina, que em presenca de agua, entram em contato com a enzima linamarase,
dando origem ao &cido cianidrico (HCN) (CASTRO, 2004).

A avaliacdo do valor nutritivo, tanto da manigcoba como das demais forrageiras,

através dos estudos anatdbmicos permite uma melhor comparacdo entre espécies e
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cultivares, que por meio da quantificacdo das estruturas anatbmicas pode-se observar o
arranjo e a proporgdo de tecidos digestiveis e indigestiveis, bem como o
acompanhamento do envelhecimento desses tecidos com o desenvolvimento da planta
(MENDONCA, 2010).

Deste modo, a organizacdo da estrutura dos orgdos da planta influencia no
consumo das diferentes espécies forrageiras, pela facilidade com que as particulas séo
fragmentadas, a natureza das particulas produzidas e consequentemente a taxa de
passagem pelo ramen (WILSON, 1993).

Por outro lado, sabe-se que em certas condi¢cdes ambientais como precipitagao
pluvial, temperatura e fertilidade do solo, algumas plantas sdo capazes de produzir
diferentes variedades de compostos secundarios, com varias funcdes como: defesa
contra bactérias, fungos, virus, estresse ambiental e ataque de herbivoros,
proporcionando a planta caracteristicas como gosto amargo, odor repulsivo além de
provocar intoxicacdes ou efeitos antinutricionais nos predadores (BEELEN et al., 2008;
REIS et al., 2006; TAIZ e ZEIGER, 2009).

Objetivou-se com este trabalho caracterizar o padrdo histo-anatbmico,
degradabilidade e determinar os compostos secundarios em trés acessos de manigoba

nos diferentes estadios de maturacdo (jovem, madura e senescente).



2 REVISAO DE LITERATURA

O semiéarido nordestino tem como principal caracteristica a ocorréncia de chuvas
irregulares, variando consideravelmente entre os anos (BALME et al., 2006), o que
dificulta a producdo de forragem (LIMA, 1996). Desta forma, faz-se necessario a busca
de alternativas alimentares para suprir o déficit forrageiro durante o periodo de escassez.

O bioma Caatinga apresenta vegetacdo xerofila, abrangendo seus estratos,
herbaceo, arbustivo e arbdreo, de fisionomia e flora variada, sendo, geralmente,
caducifélias e composta por diversas espécies de cactaceas. As familias mais frequentes
séo Euphorbiaceae, Fabaceae e Cactaceae (DRUMOND, 2000).

Das diversas espécies presentes na caatinga que pode ser explorada como
forragem, destaca-se a mani¢oba (Manihot spp). Seu centro de origem é no Brasil, mais
especificamente no Bioma da Caatinga, sua localizacdo abrange quase todo semiéarido
do Nordeste (BELTRAO et al., 2006). Deste modo, existe grande variedade de espécies
do género Manihot distribuida em todo o semiarido brasileiro (NASSAR, 2000), sendo
as principais manicoba-do-ceard (Manihot glaziovii Muell. Arg.), manicoba-do-piaui
(M. piauhyensis Ule.) e manigoba-da-bahia (M. dichotoma Ule e M. caerulescens Pohl)
(ARAUJO et al., 2004).

Dentre as caracteristicas oriundas desta espécie, podem-se destacar as qualidades
desejveis para 0s animais que a consomem, a preservacdo das areas ocupadas pelas
mesmas, assim como, possibilidade de aumentar a oferta de forragem durante o periodo
de caréncia de alimentos (BELTRAO et al., 2006). Sua particularidade para que se
adapte nessa regido é devido o sistema radicular ser bastante desenvolvido, possuindo a
capacidade de acumular as suas reservas solidas e agua, sendo considerada uma das
primeiras espécies a desenvolver sua folhagem ap6s o inicio do periodo chuvoso
(CASTRO, 2004).

Assim como as demais espécies do género Manihot, a manicoba possui
caracteristicas nutritivas interessantes, geralmente é utilizada na forma verde para a
alimentacdo dos animais que pastejam livremente na Caatinga, por esta razdo, deve
haver restricdo ao seu uso sob esta forma, pela capacidade desta espécie apresentar
consideraveis teores de glicosideos cianogénios, podendo causar intoxicacdo nestes
animais (MEDINA, 2005). Os glicosideos cianogénicos tornam-se facilmente volateis
no processo de ensilagem e/ou fenacdo, assim estas sdo as melhores formas de
utilizacdo da manicoba (GUIM et al., 2004).



2.1 Anatomia das plantas forrageiras

As plantas sdo constituidas por raiz, caule/colmo, folhas, bainha/peciolo, flores e
frutos, tais estruturas sdo formadas por conjuntos de células que formam os diferentes
tecidos, que estdo diretamente relacionados com a estrutura na planta (AKIN, 1982;
CARVALHO e PIRES, 2008).

Van Soest (1994) separa 0s componentes quimicos das plantas forrageiras em
constituintes da parede celular e do contetdo celular, os quais apresentam concentracdo
variavel em funcgdo dos diferentes 6rgaos e tecidos que 0s constituem.

No conteudo celular estdo presentes proteinas, gordura, carboidratos sollveis e
outros compostos sollveis em &gua, enquanto que a parede celular é constituida, na
maior parte, por celulose e hemicelulose e, substancias como a lignina e pectina
(SILVA, 1981; VAN SOEST, 1994).

A parede celular vegetal se divide em priméria, secundaria e terciaria, com
espessura variaveis entre si. A parede primaria é formada por microfibrilas de celulose,
possui espessura de 0,1 a 0, 2um. A parede secundaria, constituindo-se por trés
camadas, as quais apresentam microfibrilas de celulose com espessura que varia de 1 a
3 um e, por fim, a parede tercidria que apresenta-se COmMoO uma camada membranosa
extremamente delgada (WILSON, 1993; GLORIA e GUERREIRO, 2006).

As células quando agrupadas, segundo sua funcdo, constituem os sistemas
dérmico (epiderme), vascular (floema e xilema) e fundamental (esclerénquima,
colénquima, mesdfilo) (ESAU, 2000; LEMPP e MORALIS, 2005).

A epiderme recobre a superficie dos vegetais em toda a sua extensao, que, por
sua vez, é revestida pela cuticula. A parede das células epidérmicas, em vista frontal,
apresenta-se organizadas de forma compacta, com contornos retos ou Sinuosos,
protegendo a planta contra danos mecanicos, patdgenos e perda excessiva de agua
(GLORIA e GUERREIRO, 2006). Com o0 avanco da maturidade fisioldgica da planta,
ocorre incremento da espessura das células epidérmicas (CARVALHO e PIRES, 2008),
0 aumento em espessura dificulta a digestibilidade por aumentar o tempo de degradacdo
da parede celular pelos microrganismos ruminais.

O parénquima esta distribuido em quase todos os Orgdos da planta e estdo
relacionados com o processo fotossintético, armazenamento de substancias e
cicatrizacdo, sendo a parede celular primaria a Gnica a se desenvolver nesse tecido
(ESAU, 2000; PACIULLO, 2002). O colénquima também pode estar presente em todos

0s oOrgdos da planta, sendo pouco comum em raizes. Sdo células com paredes
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resistentes, espessas, lignificadas nos 6rgaos vegetais maduros, tendo como func¢éo dar
sustentacdo a planta (ESAU, 2000). As células esclerenquimaticas apresentam paredes
secundarias espessadas, sendo esse espessamento homogéneo e regular, comumente
lignificadas com a maturidade fisioldgica (GLORIA e GUERREIRO, 2006).

O sistema vascular é responsavel pelo transporte de nutrientes constituido de
floema e xilema. O floema é o tecido responsavel pela conducdo de nutrientes
organicos, e suas células apresentam paredes delgadas e de facil digestdo. O xilema
conduz agua e nutrientes inorganicos e as células que o constitui possuem paredes
espessas e lignificadas, nas folhas e nos caules, portanto sdo consideradas indigestiveis
tanto nas gramineas quanto nas leguminosas (ESAU, 2000; CARVALHO e PIRES,
2008; PACCIULLO, 2000).

A bainha do feixe vascular, como o proprio nome diz € um conjunto de células
localizadas em torno do referido feixe. Esse tecido, em plantas de metabolismo C4, é
bem desenvolvido, com células de parede espessada e com grande quantidade de
cloroplastos. Enquanto que nas plantas C3 as células da bainha s&o pouco desenvolvidas
e os cloroplastos sdo ausentes (CARVALHO e PIRES, 2008).

Substéncias como ceras, silica e taninos também fazem parte da constitui¢do da
parede celular das plantas forrageiras. Geralmente, sdo encontradas em pequenas
quantidades, contudo, tais componentes possuem atributos fisicos e quimicos que
afetam, significativamente, a utilizacdo dos componentes da parede e do conteudo
celular por limitar o acesso dos microrganismos ruminais a parede das células vegetais
(VAN SOEST, 1994).

Diante das caracteristicas dos tecidos e a forma como estdo arranjados nas
plantas forrageiras Akin (1989), afirma que os mesmos apresentam tempo de digestdo
diferenciados e que essa variacdo é funcdo da fracdo da planta de onde € originaria, da
classe fotossintética e do estddio de maturagdo da mesma. O autor conclui em seu
estudo que, de maneira geral, as células do esclerénquima e xilema, sdo pouco
digeridos, as células da epiderme e bainha parenquimatica dos feixes sdo de digestdo
lenta a parcial e tecidos como mesofilo e floema sdo rapidamente digeridas.

Assim, de acordo com Wilson (1997), a proporcdo de tecidos das plantas
forrageiras vem ajudar a elucidar as diferencas na digestibilidade entre as mesmas, pela
quantificacdo dos tecidos de alta digestiilidade e aqueles que apresentam parede celular
espessa, consequentemente de baixa digestibilidade.

A maior proporcdo de tecidos de rapida digestdo aumenta a taxa de passagem e

com isso o0 consumo dos alimentos, disponibilizando maior quantidade de nutrientes o
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que garante maior desempenho dos animais alimentados com forrageiras com essa
caracteristica. Contudo, a proporcéao de tecidos nao deve ser utilizada de maneira isolada
para avaliar o valor nutritivo de plantas forrageiras, devendo-se conhecer também a
espessura da parede celular dos tecidos e a sua composicdo quimica (PACIULLO,
1998).

Com relacdo aos grupos fotossintéticos, especies C4 possuem maiores
proporcdes de feixes vasculares e de células da bainha parenquimatica dos feixes do que
espécies C3, enquanto, as espécies C3 possuem maiores quantidades de células do
mesofilo (WILSON et al., 1983), dessa maneira espécies C3 possuem maior valor
nutritivo quando comparadas as espécies C4, devido as maiores proporcdes de tecidos
digestiveis. Com relacdo as plantas de metabolismo CAM, em geral, o mesofilo
apresenta bem diferenciado, com grande quantidade de células grandes e de parede
delgada. As folhas de algumas plantas xerofitas sdo suculentas e contém abundante
tecido de armazenamento de agua, sendo bastante digestiveis (ARRUDA et al., 2005;
TAIZ e ZEIGER, 2009).

As diferencas qualitativas de ordem anatdmica que afetam a performance
animal, é funcdo da disposi¢do das células nos tecidos, da localizagdo de esclerénquima,
da espessura da parede da bainha do feixe vascular e a proporcdo de tecidos
indigestiveis como xilema e esclerénquima. Portanto, as altas proporcBes de xilema
desses tecidos estdo relacionadas a forrageiras de baixo valor nutricional (QUEIROZ et
al., 2000; LEMPP e MORAIS, 2005).

Assim como observa-se diferencas anatbmicas entre individuos, as folhas e
caules das plantas forrageiras apresentam diferencas na composicdo bromatoldgica,
organizacdo e constituicdo celular, e dessa maneira, a degradabilidade também é
diferenciada entre os 6rgdos da planta (ALBRECHT et al., 1987).

A influéncia da maturidade fisioldgica das plantas forrageiras sobre a formacao
da parede celular e sua degradabilidade € outro aspecto a ser considerado devido o0s
efeitos no desempenho dos animais. Akin (1982) observaram gque com o0 avancar da
idade do trevo-vesiculoso (Trifolium vesiculosum Savi) e trevo-encarnado (T.
incarnatum L.) houve diminui¢do da sua degradabilidade. Em plantas jovens Hatfield
(1989) observou degradacdo de 900 g kg™ enquanto em residuos de palha de cereais,
esse valor reduz para 400 g kg™

Levando-se em consideragdo que 0S microrganismos ruminais degradam a
celulose e ndo digerem a lignina, quantificar os tecidos indigestiveis ou de baixa

digestibilidade auxilia na avaliagcéo da qualidade das forragens (BAUER et al., 2005).
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2.2 Metabdlitos secundarios

Metabolismo é um conjunto de modificacbes das moléculas organicas,
catalisadas por enzimas, ocorrendo nas células vivas, fornecendo energia ao organismo,
restaurando suas moléculas e garantindo a sequéncia do estado organizado
(MARZZOCO e TORRES, 2007). Em razdo de existir enzimas especificas, essas
reacOes apresentam dire¢des definidas, formando, assim, rotas metabdlicas essenciais no
aproveitamento de nutrientes para atender as exigéncias da célula. Admite-se que além
do metabolismo primario, essenciais para a manutencéo das células, as plantas também
apresentam, os chamados metabolismos secundarios que formam outras substancias
fundamentais para a realizacdo de fungdes vitais (CHAMPE et al., 2008).

Quase todos 0s compostos secundarios sdo originados por meio do metabolismo
da glicose, a qual é convertida em moléculas de acido piravico podendo seguir duas vias
divergentes. O &cido chiquimico, do qual origina-se todos os metabdlitos secundarios
aromaticos (alcaloides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanas,
cumarinas e taninos hidrossoltveis). O acetil - coenzima A (acetil-coA), que pode
sequir trés vias divergentes: via do ciclo do &cido citrico, via do mevalonato e via da
condensacdo do acetato. A formacdo dos antraquinonas, flavonoides e dos taninos
condensados, se da através da combinagdo de uma unidade do cido chiquimico, e uma
ou mais unidades do acetato ou derivados deste (SANTOS, 2001; OLIVEIRA, 2003)
(Figura 1).

Glicose

| ~.7 |

Acido chiquimico Flivosoidéss Acetil-CoA
l taninos condensados I ‘
[ | [ ‘ = T Via do condensacio
Triptofano Fenilalaning/ Acnd‘o galico [ Ciclodo mevalonato r
tenci acido citrico £ o
o ll " - Taninos SO Terpenoides Acidos
AlE hidrolisaveis ( e esteroides graxos
Acido Omitina,
cinamico lisina
ligninas

Figura 1. Rota Metabolica Vegetal

. Fonte: Taiz ; Zeiger 2013 (Adaptado)
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Os metabdlitos secundarios apresentam normalmente estrutura complexas, baixo
peso molecular, detém atividades bioldgicas marcantes e, inversamente aos metabélitos
primarios, encontram-se em baixas concentracdes e em especificos grupos de plantas
(BERG e LUBERT, 2008). Estes metabolitos ja foram considerados no passado como
produtos de excrecdo do vegetal, sabe-se que inUmeras dessas substancias estdo
diretamente ligadas aos mecanismos que favorecem a adaptacao do vegetal ao seu meio,
favorecendo assim a sobrevivéncia da espécie (SIMOES et al., 2007). Diante disso,
esses metabdlitos sdo de suma importancia para os vegetais, pois apresentam alta
capacidade biossintética, tanto em relacdo a sua diversidade numa mesma espécie
guanto em relacdo ao numero de sustancias produzidas (POSER e MENTZ, 2004).

Os fatores bidticos sdo considerados um dos principais componentes do meio
externo, apresentam interagdo mediada por constituintes do metabolismo secundario.
Desta perspectiva, as substancias quimicas presentes nos vegetais apresentam fungdes
significativas como dispersores de semente, microrganismos simbiontes, competicdo
entre plantas, atracdo de organismos benéficos como polinizadores, ataques de
patdgenos e herbivoria, contudo, destaca-se também pela acdo protetora em relacéo a
estresses abidticos relacionados ao conteido de agua, niveis de luz, exposi¢do UV,
mudancas de temperatura e caréncia de nutrientes minerais (BARTLEY et al., 1994).

A sintese desses compostos depende diretamente do estagio fisiologico e do
desenvolvimento da planta, bem como, condi¢cbes ambientais, sazonais e externas
(DIXON, 2001; OKSMAN e INZE, 2004). Vérios fatores como: temperatura,
sazonalidade, radiacdo ultravioleta, ciclo fenoldgico da planta, disponibilidade hidrica,
nutrientes e conducdo aos estimulos mecéanicos ou ataque de patdgenos alteram a

composic¢do e a quantidade destes metabdlitos nas plantas.

2.3 Classes dos metabolitos

Existem trés principais classes de metabdlitos secundarios: compostos
nitrogenados (alcaloides e glicosideos cianogénicos), os precursores dos alcaloides sdo
0os aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), que sdo derivados do &cido
chiquimico (figura 2), compostos fendlicos (flavonoides, taninos e lignina), estes podem
originar-se do acido chiquimico ou acido mevaldnico e terpenos (saponinas) sua
formacdo ocorre a partir do &cido meval6nico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-
fosfoglicerato (no cloroplasto) (TAIZ e ZEIGER, 2009; BODAS et al., 2012).
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Figura 2. Principais vias do metabolismo secundario e suas interliga¢des. Fonte: Peres,
2004

2.4 Compostos nitrogenados

Glicosideos Cianogénicos

Sado compostos organicos constituidos por uma fracdo acgucar e uma fracdo néo-
acucar. Sua liberagdo se da por um processo enzimatico, no qual consiste na hidrolise do
acucar, catalisada pela B-glicosidase, a qual hidrolisa a molécula do cianogénio
liberando a cianoidrina e aclcar. Como a maioria das cianoidrinas sdo instaveis, sao
decompostas facilmente a cetona ou aldeido e acido cianidrico. Essa decomposicao é
catalisada pela enzima hidroxinitrilo liase (LIENER, 1969; LINDNER, 1995;
SHIBAMOTO e BJELDANES, 1993).

Todas as plantas que possuem como principio ativo o acido cianidrico (HCN),
sendo este um liquido incolor, facilmente volatil, e considerado uma das principais
substancias toxicas que se conhece, sdo denominadas plantas cianogénicas (LIMA
JUNIOR et al., 2010). Diversas espécies de plantas possuem a capacidade de produzir
acido cianidrico, porém grande parte delas produz em concentracdes suficientes que
podem funcionar como formas de transporte de moléculas quimicas na defesa contra
insetos ou na forma de nitrogénio reduzido (MCMAHON et al., 1995; WHITE et al.,
1998), tais como: a mandioca, 0 sorgo, o trevo branco, o linho, a ameixa, o bambu e o
damasco (HAQUE e BRADBURY, 2002). Quando a concentracdo desse composto nos
vegetais é superior a 20 mg por 100g do produto, a probabilidade de intoxicacdo apos o
consumo é relativamente alto (LIENER, 1969; SILVA, 2005).
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As espécies do género Manihot sdo consideradas no Nordeste do Brasil como
causadoras de mortes em ruminantes e sua abrangéncia vai desde o Piaui até a Bahia
(TOKARNIA et al.,, 2000). Sao responsaveis por quantidades significativas dos
glicosideos cianogénicos, linamarina e lotaustralina estando presentes em quase todos
os tecidos, com exce¢do nas sementes, havendo diferencas entre as variedades (ELIAS
et al., 1997), sendo os tecidos que merece destaque por apresentar niveis mais altos
desses compostos os ramos, folhas e casca da raiz, apresentando em menor
concentracdo na polpa das raizes tuberosas (NAMBISAN e SUNDARESAN, 1984), nas
folhas jovens essa concentracdo é relativamente maior do que nas adultas. Por outro
lado, quando triturada e seca (fenada) ocorre reducdo da concentracdo do acido
cianidrico (HELBIG et al., 2008).

Alcaloides

Sdo caracterizados como compostos organicos ciclicos, que apresentam
nitrogénio no seu anel carbonico, pela presenca do mesmo pode-se indicar que este
composto é derivado de aminoacidos. Na sua maioria apresentam caracteristicas
incolores, cristalinas, de sabor amargo, ndo volateis, insolUveis em agua e solivel em
alcool etilico, éter, cloroformio, tetracloreto de carbono, alcool amilico e benzeno.
Podendo haver restricbes para alguns, como no caso da conina e nicotina que sdo
liquidos e solveis em agua (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Estas classes de compostos sdo de grande importancia, pois sdo caracterizados por
causar toxidade nos animais, apresentando caracteristicas como perda de peso,
salivacdo, disfuncBes metabdlicas com perda de pelos (alopecia), podendo vir causar
também catarata, atrofia de gengiva, ulceracbes da lingua e esbéfago, bdcio e
infertilidade para ruminantes e ndo-ruminantes, sendo estas caracteristicas com menor
intensidade (RADOSTISTS et al., 2000). Deste modo, além de ser tdxicos para 0s
herbivoros e diminuir a palatabilidade, a acdo desses compostos também prejudica a
ingestdo e a digestibilidade das forragens, possuindo acdo antimicrobiana, afetando a
atividade dos microrganismos do rimen (OLIVEIRA et al., 2007).

Sdo caracterizadas pela classe dos compostos que apresentam substancias que
possuem efeito marcante no sistema nervoso, sendo varias delas utilizadas como
venenos ou alucinégenos (VIZZOTO et al.,, 2010). Desta perspectiva, 0s animais
intoxicados apresentam como caracteristicas desordem no sistema nervoso central,

fibrose ventricular, reducdo na producgéo de leite, falhas na coordenagdo motora em
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casos mais severos podem vir a 6bito (MARTEN, 1973). Alguns alcaloides tém
capacidade de causar deformacdes fetais e aborto, sendo denominados de alcaloides
teratogénicos (BARNES e GUSTINE, 1973).

2.5 Compostos fendlicos

Os fendis, também denominados compostos fendlicos, pertencem a uma classe de
compostos com estruturas bastante diversificadas e apresentam pelo menos um anel
aromatico no qual, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila. Estas
substancias sdo sintetizadas a partir de duas rotas metabdlicas principais: a via do &cido
mevalobnico, sendo esta menos significativa e a via do acido chiquimico apresentando
uma maior contribuicao para sintetizar estes compostos (BODAS et al., 2012).

Nas plantas os compostos fenolicos sdo fundamentais no crescimento e
reproducdo dos vegetais, agindo também como agente antipatogénico e contribuindo na
sua pigmentacdo (BALASUNDRAM et al., 2006). Deste modo, séo atrativos para
outros animais, 0s quais sao atraidos para polinizacdo ou dispersao de sementes. Além
disso, protegem os tecidos da planta contra injuria, insetos e ataque de animais. Dentre
0s compostos fenolicos, destacam-se os grupos dos flavonoides, ligninas e taninos
(PINTO et al., 2002).

Flavonoides

Os flavondides séo considerados um dos metabolitos secundarios de maior
abundancia presentes nas diferentes espécies vegetais. S0 substancias aromaticas de
baixo peso molecular, formadas por 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto
basico, quanto a estrutura quimica destes compostos, apresentam dois anéis aromaticos,
denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico,
denominado anel C, organizados na configuracdo C6-C3-C6. Grande parte da
localizagdo destes compostos apresenta-se nas partes aéreas de plantas de diferentes
ecossistemas do mundo ou em outras partes da planta na forma de glicosideos ou
agliconas, assim como em alimentos processados como sucos, vinhos e chéas, sendo
ausentes apenas em organismos marinhos (ANGELO e JORGE, 2007).

Estes compostos desempenham vérias fungbes para os vegetais, tanto na proteco
contra bactérias, fungos, virus, insetos; atracdo de animais com finalidade de

polinizacdo; antioxidantes; controle da acdo de horménios vegetais; agentes
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alelopaticos; inibidores de enzimas, como também na protecdo contra a incidéncia de
raios ultravioleta (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Com relacdo a sua estrutura quimica, este grupo divide-se em: flavonois,
antocianinas, flavononas, flavonas, flavanas e isoflavonas. Deste modo, apresentam
varias funcdes bioldgicas quando consumidas frequentemente, atuando na atividade
antitumoral e antioxidante, anti-inflamatoria, além de estarem relacionadas a
longevidade e a reducdo na incidéncia de doencas cardiovasculares (BALASUNDRAM
et al., 2006; ACOSTA e ESTRADA et al.,, 2014). Diante dessas caracteristicas
atribuidas aos flavonoides tanto pesquisadores quanto industrias e consumidores vem
demonstrado interesse significativo a essa classe de compostos, devido sua importancia

na prevencdo do cancer e doengas cardiovasculares.

Lignina

Este composto é importantissimo uma vez que esta presente em todas as
espécies forrageiras. Sdo polimeros ramificados de fenilpropandides, originando-se do
coniferil, comaril e/ou no alcool sinapil, que sdo sintetizados via fenilalanina (TAIZ e
ZEIGER, 2004). A formacdo da lignina se deu através da condensacdo dos chamados
acidos fenolicos, agindo, deste modo, como suas unidades precursoras (JUNG et al.,
1997).

Sendo os fendis de grande importancia na planta, pode ser encontrado na parede
celular de muitos tecidos e suporte de transporte, em traqueideos e vasos do xilema,
tendo funcdo de conferir resisténcia e sustentacdo ao vegetal, estando presente em todos
0s seus tecidos como constituinte da parede celular. Devido sua natureza tdxica por ser
considerada como um composto fendlico, desempenha fungéo significativa no controle
dos patdgenos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2009).

A lignina ndo apresenta uma estrutura definida, sendo apenas uma macromolécula
derivada do fenol (polimero) que dependendo da sua quantidade e localizacéo interage
com outros polimeros da parede celular para promover impermeabilidade a agua e
garantir integridade estrutural que, consequentemente, estabelece barreira a degradacéo
da forrageira pelos microrganismos ruminais (HATFIELD et al.,1999). Podemos
verificar este composto principalmente no esclerénquima, nos vasos condutores de seiva
bruta e elaborada. Todavia, podemos observar células no tecido do colénquima que se

lignificam tornando as paredes mais espessas e selecionando-a para constituirem o

17



tecido esclerénquima. O fator isolado mais importante que podem limitar
significativamente a digestibilidade de uma forrageira € a lignina (VAN SOEST, 1994).

Tanino

Sao compostos fendlicos sollveis em agua e em solventes organicos polares,
apresentando peso molecular (entre 500 a 3000 Daltons), podem formar aglomerados
insolGveis em agua com gelatinas, alcaloides e proteinas (MELLO et al., 2001). Sdo
compostos de grande importancia, uma vez que tem como caracteristicas causar
adstringéncias em frutos e produtos vegetais (HOSU et al., 2014). Nos vegetais eles
possuem a capacidade de inibir o consumo dos herbivoros por proporcionar a planta
caracteristicas indesejaveis como gosto amargo, odor repulsivo e provocar intoxicagoes,
como também representam um meio de defesa contra a acéo de virus, fungos, bactérias,
estresse ambiental (LIMA JUNIOR et al., 2010).

Diversos fatores influenciam a concentracdo desses compostos no vegetal, como
condicBes edafoclimaticas, ciclo cicardiano e desenvolvimento do vegetal (GOBBO
NETO e LOPES, 2007). Estes compostos estdo presentes em grande parte das plantas e
suas concentragcdes podem variar de acordo com a parte da planta coletada, idade e
crescimento, do local de coleta época do ano (TEIXEIRA et al, 1990: SIMON et. al.,
1999; LARCHER, 2000).

Conforme sua origem biossintética, os taninos sdo classificados em dois grupos:
taninos condensados e hidrolisaveis, diferenciado pela estrutura quimica e na
capacidade da mesma ser ou ndo hidrolisada (LIMA JUNIOR et. al., 2010).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo oligbmeros e polimeros
formados pela policondensacgdo de duas ou mais unidades de flavan-3-ols (catequina) e
ou flavan 3,4 diols (leucoantocianidina), geralmente as ligacdes que ocorrem entre essas
unidades estdo entre os carbonos quatro de uma estrutura e oito da outra (QUEIROZ et
al., 2002). S&o caracterizados por apresentar estruturas semelhantes aos flavonoides,
ligados por ligacbes do tipo carbono-carbono e impossibilitado de ser quebrado por
hidrolise, impedindo assim de serem absorvidos pelo trato gastro-intestinal (CANNAS,
2001). Desta perspectiva, quando ingeridos em baixas concentracGes (3 a 4% da MS),
deve-se ter bastante precaucdo, pois possuem a capacidade de proteger a proteina (by
pass) ingerida da degradacdo ruminal, ja quando se apresentam em altas concentragGes
(acima de 5% da MS) na dieta de ruminantes podem proporcionar acdo antinutricional
(BEELEN et al., 2008). Diante disso, diversas substancias organicas como pectina,

minerais, celulose, hemicelulose e especialmente proteinas, se interagem com 0s taninos
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condensados formando um complexo que evita a acao das enzimas produzidas pelo trato
gastrintestinal e a degradacdo pelos microrganismos ruminais, dificultando assim o
aproveitamento dos alimentos, uma vez que sdo quase que exclusivamente excretados
(MCNEILL et al.,1998).

Quanto aos efeitos benéficos da inclusdo dos taninos condensados na nutricao
animal, estes estdo geralmente associados a protecdo das proteinas da degradacdo
ruminal, a acdo e a prevencao do timpanismo (GETACHEW, 1999).

As concentragfes deste composto nos alimentos s@o baixas, atribui
caracteristicas sensoriais desejaveis, caso sua presenca Seja em excesso pode
proporcionar aos frutos, e outros alimentos sensacdo adstringente, pois 0s taninos
apresentam caracteristicas de precipitar proteinas presentes na saliva formando um
complexo insoltvel caracterizado por tal pela sensagdo (DEGASPARI et al., 2005).

Os taninos hidrolisaveis sdo classificados como poliésteres derivados de
acUcares unidos por ligacGes ester-carboxila, sendo imediatamente hidrolisaveis em
condigdes basicas ou &cidas, cuja estrutura basica desse tipo de tanino € representada
por um poliol, frequentemente uma D-glucose com seus grupos hidroxilas esterificados
pelo &cido galico (galotaninos) ou pelo acido hexadihidroxifénico (elagitaninos)
(NOZELA, 2001). Sua presenca ocorre quase gque exclusivamente em angiospermas
dicotileddneas, herbaceas e lenhosas (SIMOES et al., 2007). Geralmente s&o
encontrados nas plantas em baixas concentracGes. Pelo fato de alguns desses
metabdlitos serem toxicos podem causar necrose no figado e rins, especialmente nos
monogastricos, além de ocasionar hemorragias gastroentéricas (BEELEN et al., 2006).

Dependendo da sua concentracdo, os taninos podem formar complexos no
ramen, refletindo de forma positiva ou negativa sobre o desempenho animal
(MAKKAR, 2003). Os taninos condensados sdo mais faceis de serem
degradados pelos microrganismos ruminais que os hidrolizaveis, uma vez que 0s
condensados podem ser toxicos para uma variedade de microrganismos, pois diminuem

a decomposicao da matéria organica e retardar a biodegradacdo (BHAT e. al., 1998).

2.6 Terpenos

A classe em que 0s terpenos sdo constituidos representa um amplo grupo dentro
dos metabdlitos secundarios, sdo formadas por uma molécula de cinco carbono
denominada isopreno ou isopentenilpirofosfato (MATTIJS et al., 2006). Desse modo, 0s

terpenos sdo formados e classificados através da justaposi¢do continua de unidades de
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isopreno, que dard origem aos demais terpenos (monoterpenos (C10), sequeterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e os tetraterpenos (C40), (TAIZ e ZEIGER,
2009; BODAS et al., 2012).

Dentre as diferentes fungbes dos terpenos nos vegetais podemos mencionar,
desde a composicdo de alguns oOleos essenciais (monoterpenos), que tem como
caracteristica a atracdo de polinizadores, acdo inseticida, antimicrobiana
(sesquiterpenos) (OLIVEIRA, 2007).

Os monoterpenos sdo compostos de baixo peso molecular, geralmente volateis,
sendo, constituidos de Oleos essenciais. Contudo, nem todos os 0leos volateis sdo
terpenoides, existem componentes de 0Oleos essenciais que sdo compostos fenolicos
(fenilpropandides). Encontram-se geralmente estocados em flores (laranjeira), folhas
(capim-liméo, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas dos caules (canelas), madeiras
(sndalo, pau-rosa), raizes, rizomas, frutos (erva-doce) ou sementes. A composicao
desses 6leos pode variar dependendo da localizagdo em que estdo inseridos esses 0rgaos
nas plantas (SIMOES et al., 2000).

A grande maioria dos sesquiterpenoides sdo considerados volateis e, igualmente
0 sosmonoterpenos, fazem parte da defesa da planta contra pragas e doengas. Podemos
citar o gossipol que esta associado a resisténcia a algumas pragas em variedades de
algoddo, sendo considerado um componente tdxicos principalmente para
monogastricos, ocasionando varios problemas aos animais como perda de apetite,
figado hipertrofiado e edemas pulmonares (CALHOUNAB et al., 1990). O nivel o
periodo de consumo, a idade e as condicOes de estresse animal € que vai determinar o
nivel de toxidade para os animais (GAMBOA et al., 2001).

Conforme TAIZ e ZEIGER (2009), entre os diterpenos, podemos destacar a
giberelina, hormonio vegetal de extrema importancia responsavel pela germinacdo de
sementes, alongamento caulinar e expansdo dos frutos de muitas espécies vegetais, este
diterpeno juntamente com o forbol, sdo encontrados em leguminosas e euforbiaceas

arboreas, causando irritacdo cutanea nos orgdos digestivos dos herbivoros.

Saponinas

As saponinas sdo esteroides e triterpenos glicosideos, caracterizadas por
apresentar caracteristicas detergentes e emulsificantes. Essa caracteristica € atribuida a
constituicdo de elementos lipofilicos (esteroides ou triterpenos) e hidrofilicos
(aclcares), conferindo a esses metabolitos propriedades detergentes, como

particularidade a formagdo de espuma (SCHENKEL et al., 2007). Quando produzidas
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nas plantas, apresentam fungdes como regulacdo do crescimento, defesa contra
patdgenos e insetos, particularidades estas que destacam a importancia desses
compostos na adaptagio e sobrevivéncia vegetal (WINA et al., 2005; SIMOES et al.,
2007).

A presenca de dietas com 1% de saponina causa efeito deletério sobre a
fermentacdo do rimem, uma vez que diminui o teor de &cidos graxos totais e a taxa de
acetato: propionato de 1,93 para 1,37 (KAMRA, 2005), além disso, inibem o
crescimento e a atividade dos microrganismos no rimen e causa hemolise em hemacias
nos mamiferos herbivoros. Algumas também possuem a capacidade de ocasionar aborto
e morte em ruminantes e monogastricos (HANSON et al., 1973). Se referindo ao
organismo humano, este composto tem como caracteristica principal apresentar
atividade antioxidante ligando-se a sais biliares e colesterol no tubo digestivo,
dificultando sua absorgéo, como também, detém ac&o citotoxica atuando contra células
tumorais (SIMOES et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagdo e Caracterizagio da Area de Estudo

O estudo foi desenvolvido na Universidade Federal da Paraiba, onde as coletas
foram realizadas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de manicoba, do
Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias, Campus Il — Areia, PB,
localizada na microrregido do brejo paraibano, a 6° 58’12 de latitude sul e 35° 42°15”
de longitude oeste, com altitude de 684 m acima do nivel do mar. O clima da regido é
do tipo quente e umido, com periodos de estiagem de cinco a seis meses. A precipitacdo
pluvial no ano experimental foi de 1.178,3mm, temperatura média de 24,1°C, com
umidade relativa média de aproximadamente 81% (Estacdo Meteorologica CCA-
UFPB).

O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de manicoba do CCA foi formado em
2010 por 55 acessos da cultura provenientes de varios municipios do Estado da Paraiba
e Pernambuco. Todos georeferenciados com auxilio de um aparelho GPS (Global
Position System). Para a pesquisa foram selecionados trés acessos (2, 4 e 38)
provenientes dos municipios Barra de Santa Rosa, Monteiro e Boa vista, 0s quais
apresentaram caracteristicas genéticas distintas (SILVA, 2013), tais como caracteristicas
morfoldgicas, agrondémicas, composi¢do bromatoldgica e conteddos de HCN. O periodo
de coleta compreendeu desde maio de 2014 a abril de 2015, sendo considerado o inicio
a partir da emissdo de folhas até senescéncia e queda das mesmas. As coletas das folhas
foram realizadas no horario da manha, mediante observacdo visual, de acordo com o

estadio de maturacao das plantas, coletando as folhas jovens, maduras e senescentes.

3.2 Avaliacédo histo-anatémica e degradabilidade dos tecidos

Para as avaliagdes histo-anatdmicas, foram selecionadas trés plantas de cada
acesso, das quais colheu-se folhas e peciolos nos trés estadios de maturacdo (jovem,
maduro e senescente). A folha jovem foi coletada quando estava no inicio de seu
desenvolvimento, a madura quando apresentava-se completamente expandida e a folha
senescente foi considerada quando 20% de area da lamina foliar apresentava cor

amarela.
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Retirou-se em torno da copa das arvores, trés folhas e peciolos para
caracterizacdo histo-anatdmica atraves da confeccdo de laminas histologicas. As folhas
foram seccionadas no meio do limbo, preservando a nervura central e o peciolo de
forma a abranger a regido mediana, em seguida aproximadamente seis fragmentos
foram identificados e parte acondicionadas em freezer (-80°C) para avaliacdes da
digestdo dos tecidos e a outra parte das amostras foi armazenada em frasco de
polietileno contendo solucdo de Formol, alcool e acido acético s0 (90% de alcool 50°,
5% de acido acético e 5% de formaldeido). Em seguida, cada amostra foi retirada da
solucdo, desidratada em série alcodlica progressiva, emblocados em parafina, e
seccionados transversalmente a 10 um, com uso de micrétomo rotatorio (JOHANSEN,
1940).

Para avaliacdo da degradabilidade dos tecidos foi utilizado & metodologia
descrita por (AKIN, 1989) com adaptacGes, onde trés fragmentos de folha e peciolo
medindo aproximadamente 1cm? foram acondicionados em cassetes histoldgicos de
aproximadamente 2,0 cm de comprimento por 1,5 cm de largura para inclusdo dos
tecidos. Os fragmentos dos tecidos foram transportados em isopor com gelo ao local de
incubacdo, colocados em uma bolsa de néailon, a qual permaneceu no rumen de um
bovino fistulado, por um periodo de 48 horas. ApGs este periodo, o material foi
removido, colocado em &gua com gelo para paralisacdo da atividade microbioldgica e
os residuos dos fragmentos de cada cassete foram lavados com &gua destilada e
armazenados em potes identificados contendo solucdo fixadora FAAS5o, posteriormente
submetidos a série alcodlica progressiva, em seguida emblocados em parafina,
seccionados em secgdes transversais aproximadamente a 10 pum de diametro em
micrétomo manual e desparafinizados (HAGQUIST, 1974).

Ambas as secBGes foram coradas com safranina e azul de toluidina, montadas
individualmente entre ldmina e laminula com ajuda de uma gota de Entelan para melhor
aderéncia da ldmina na laminula. Apds preparo das laminas, procedeu-se as avaliagdes
da quantificacdo de cada tecido com o auxilio de microscopio Optico comum com
camera acoplada e software de andlise de imagens (Motic Imagens Plus 2.0). Para
determinacdo da area total da secdo, as medidas foram tomadas em area entre dois
feixes vasculares maiores, incluindo um deles, localizada na porcdo mediana entre a
nervura principal e a margem da lamina foliar. No peciolo, foi avaliada uma regido entre
0 centro e a epiderme. Tanto na ldmina foliar como no peciolo foram medidas as areas
em (um) e calculado as proporcOes (%) das epidermes (EPI), esclerénquima (ESC),

xilema mais fibras associadas (XIL), floema (FLO) e colénquima (COL). A regido do
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mesofilo (MES) foi calculada pela diferenca entre a area total da secdo transversal e as
areas dos demais tecidos.

Para a degradabilidade, mediu-se a area ocupada por cada tecido e analisou-se 0
desaparecimento dos tecidos pela degradabilidade ruminal. Esta foi determinada pela
diferenca entre a quantidade de tecidos verificada antes e apds a incubacdo ruminal,
sendo determinado o desaparecimento das epidermes (EPI), esclerénquima (ESC),
xilema mais fibras associadas (XIL), floema (FLO), colénquima (COL) e parénquima
(PAR).

Considerou-se digestibilidade alta dos tecidos, quando a degradabilidade foi
entre 66-95%; média, entre 31-65%; e baixa quando foi de 1-30%.

3.3 Andlise dos Metabdlitos Secundarios

Mediante observacdo visual, de acordo com os estadios de maturacdo das
plantas, foram colhidas aproximadamente 200g das folhas no horario da manha. Apds
as coletas, as amostras foram identificadas e colocadas para desidratar ao sol por 2 horas
no periodo das 8:00 &s 10:00 horas, em seguida transportadas para uma sala onde
permaneceram na sombra até completar sua desidratagdo. ApoOs esse periodo as
amostras foram transportadas para o Laboratério de Andlise de Alimentos e Nutricdo
Animal- LAANA, pertencente a UFPB onde foram moidos em moinho Wiley, usando
peneiras de 1mm, colocados em potes plasticos vedados, identificados e conduzidos
para o Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica do CCS/UFPB, onde foram preparados
0s extratos etanolico bruto. Utilizou-se, aproximadamente, 1g das amostras, para a
realizacdo do screening fitoquimico, onde foi identificado as principais classes dos
compostos quimicos, com a presenca (+) ou auséncia (-) de alcaloides, esteroides,
saponinas, flavonoides e taninos, sendo a abundéncia expressa pela quantidade de
sinais, conforme metodologia proposta por Matos (2009).

Para determinacdo de cada composto metabdlico foram empregados os seguintes
métodos: Os alcaloides foram detectados pelo método de precipitacdo, usando-se 0s
reativos de Bouchardat (A), Mayer (B), Dragendorf (C) e Bertrand ou é&cido silico-
tngstico (D). Os esteroides foram detectados pela reagdo de Liebermann-Burchard. Os
taninos pelos métodos de precipitacdo com sais de ferro e gelatina. Os flavonoides
detectados pelas reacdes de Shinoda e Taubouk e as saponinas pela agitacdo do extrato

aquoso com formagéo de espuma persistente (DESOT] et al., 2011).

24



Alcaloides

Para deteccdo de alcaloides evaporou-se 25 mL do extrato alcodlico
alcalinizando-se com 0,8 mL de hidroxido de sodio 1% (NaOH). Colocou-se 6 mL de
agua destilada com 6 mL de cloroférmio (CHCLS;), filtrou-se com algod&o e colocou-se
em funil de separagdo, para separagdo do extrato da camada cloroférmica. Adicionou-se
a fase cloroférmica 6 mL de acido cloridrico (HCL a 1%), agitou-se aguardou decantar
até ficar limpido. A fase de acido cloridrico sobrenadante, distribuiu-se em quatro tubos
de ensaio, com 1 mL em cada. A seguir procedeu-se 0s respectivos testes com reagentes
Bouchardat (3-5 gotas), Mayer (5 gotas), acido silico-tungstico (5 gotas), e Dragendorff

(5 gotas), ocorrendo formacéo de precipitado na presenca de alcaloides.

Esteroides

Os esteroides foram detectados evaporando-se 10 mL do extrato alcodlico até
secura, colocou-se 2,5 mL de CHCL; (cloroférmio) e dissolveu-se. Essa solucdo foi
distribuida em trés tubos de ensaio, com 0,12, 0,25 e 0,5 mL respectivamente em cada
um. Adicionou-se 2,0 mL de CHCL; e 1,0 mL de anidrido acético, em cada tubo,
agitando-se levemente e em seguida adicionou-se 2 mL de H,SO, (4cido sulfurico) em
cada tubo, agitando-se vagarosamente e observou-se a reagao.

Saponinas

Para detecgdo das saponinas dissolveu-se 2 mL do extrato alcodlico em 10 mL
de agua em um tubo de ensaio de 20 mL, agitou-se por um minuto, em seguida,
colocado em repouso por 10 minutos e observou-se se a espuma ainda era presente
(teste positivo). A presenca de saponinas indica que a substancia é altamente solGvel em

agua.

Flavonoides

A deteccdo dos flavanoides procedeu-se ao colocar em um funil de separacdo
15 mL do extrato alcodlico, adicionou-se 15 mL de &gua destilada agitando-a.
Posteriormente deixando em repouso adicionado 15 mL de CHCL; (cloroférmio).
Deixou-se novamente em repouso até separacdo das camadas, onde foi desprezada a
camada cloroformica. O extrato restante foi concentrado e adicionou-se 3 mL de
metanol, dissolveu-se e distribuiu-se 2 mL dessa solu¢gdo em 2 tubos de ensaios. No
primeiro tubo adicionou-se 2,0 mL de HCL (acido cloridrico) a 10% e 1 cm de fita de

magnésio, deixando-se reagir até desaparecer a fita, observando-se a coloragdo que
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apareceu (coloracdo rosea = positivo). No segundo tubo, secou-se em banho Maria e
colocou-se 1 mL de acetona, 0,05 mg de acido oxalico e 0 mesmo de acido borico,
colocando-se novamente em banho-maria por 5 minutos. Apds esse tempo adiciona 10
mL de éter etilico, observando-se em luz ultravioleta a existéncia de fluorescéncia ou

nao.

Taninos

Os taninos foram detectados evaporando-se 50 mL do extrato alcodlico até
secura, adicionou-se 10 mL de &gua destilada com 6 mL de CHCL; (cloroférmio),
dissolveu-se bem e filtrou-se em funil de separacdo com algoddo. Distribuiu-se o
filtrado em seis tubos de ensaio, onde nos 3 primeiros tubos, testou-se a gelatina 0,5% e
0s outros 3, testou-se com FeCl 2%, colocando-se 0,5, 1,0 e 2,0 ml deste altimo,

respectivamente.

3.4 Analise estatistica
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em um esquema fatorial
(3x3x(2)), sendo 3 acessos, 3 estadios de maturacdo (jovem, madura e senescente), 2
estruturas (folha e peciolo), com 3 repeticdes, totalizando 54 unidades experimentais.
Os dados obtidos foram submetidos a andlises de variancia, aplicado o teste de
Tukey a 5% de probabilidade, usando o PROC GLM do SAS (2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anatdmia da lamina foliar e peciolos de Manihot spp.

Em secgOes transversais das laminas foliares observou-se que suas estruturas
anatdbmicas nos diferentes estadios de maturacdo (jovem, maduro e senescente) (Figura
3). As laminas foliares, apresentou uma cuticula que cobre toda a epiderme, com
células papilosas na regido abaxial e em formato tabular na regido adaxial. As células da
face abaxial sdo menos espessas que na face adaxial. Com relacdo ao mesofilo, o
mesmo € constituido por uma estrutura dorsiventral, onde o paréngquima esponjoso,
composto aproximadamente por quatro camadas de células isodiamétricas, apresentou
espacos intercelulares abundantes sendo estes frouxamente organizados e o parénquima
palicadico composto por uma camada de células justapostas, ocupando mais da metade
do mesdfilo com poucos espacgos intercelulares. Em meio as epidermes e os feixes
vasculares de maior tamanho geralmente encontram-se algumas células de
esclerénquima arranjadas, formando uma estrutura de sustentacdo designada de

estrutura girder.
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Figura 3. Seccdes transversais das laminas foliares de manigcoba, Jovem (A), Madura
(B), Senescente (C). Detalhe da epiderme adaxial (Epad), epiderme abaxial (Epab),
parénquima palicadico (PP), parénquima lacunoso (PL), xilema (Xi), floema (Fl),
esclerénquima (Es), colénquima (Co), espacos inter-celulares (EIl) e Cuticula (Cu).
Coradas com azul de toluidina. Barras: A-C= 100 um.

Em seccéo transversal do peciolo observou-se que sua epiderme € unisseriada,
sendo esta recoberta por uma cuticula delgada (Figura 4). O paréngquima apresentou-se
arranjado em 5-6 camadas de células parenquimaticas. Em sequéncia, uma fina camada
de colénquima do tipo angular, subsequente a este novamente tecido parenquimatico.
Em sequéncia, ha uma bainha esclerenquimatica com paredes espessas rodeando o
floema e formando um anel externamente a faixa cambial. O xilema encontra-se de

forma organizado e internamente ao sistema vascular esta o parénquima.

28



Ep Co
BE Fl1

Pr
Xi

O - TN : 2

Figura 4. SeccOes transversais dos peciolos de manigoba, Jovem (A), Maduro (B) e
Senescente (C). Detalhe da epiderme (Ep), Colénquima (Co), bainha esclerenquimatica
(BE), floema (FlI), xilema (Xi) e Parénquima (Pr). Corados com azul de toluidina.
Barras: A-C=100 um.

N&o houveram diferencas significativas (P>0,05) para as variaveis epiderme
abaxial, floema e esclerénquima da lamina foliar se manicoba (Tabela 1). Com relacdo a
epiderme adaxial houve diferenca quando comparadas folhas jovem e senescente
(P<0,05), conforme pode ser observada nas seccOes transversais (Figura 4 A, C). A
maior proporcdo foi observada para a folha senescente (11,90%), diferindo da folha
jovem (10,28%) e, a folha madura ndo diferiu das demais (11,10%). Na epiderme
adaxial percebe-se que as celulas sdo maiores e suas paredes sd0 mais grossas que as
abaxiais (Figura 3). A maior proporcdo da epiderme adaxial observada na folha
senescente € um fator negativo, uma vez que quanto maior sua espessura menor seréa a
degradabilidade. Uma das justificativas para o aumento da espessura da epiderme,
principalmente das folhas senescentes, pode estar relacionada a intensidade de radiacdo
(SOUZA et al., 2007; CASTRO et al., 2009). O menor percentual de epiderme adaxial

da lamina foliar observado no estddio jovem pode ser justificado ao seu
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desenvolvimento estrutural, isso implica dizer que essa estrutura apresenta uma menor
proporcao desse tecido, o que favorece uma maior degradabilidade quando comparada a
folha senescente.

Tabela 1- Proporcéo (%) dos tecidos de manigoba em estadios de maturagdo da lamina
foliar.

Estddiosde  Epiderme Epiderme Floema Xilema Esclerénquima Colénquima Mesofilo

maturagdo adaxial abaxial
Jovem 10,28 b 8,43 a 0,62a 8,29b 2,67 a 1,84b 67,87 a
Madura 11,10 ab 9,43 a 048a 7,76 2,76 a 2,27 ab 66,10 a
Senescente 11,90 a 12,43 a 0,66a 10,26a 3,32 a 2,72 a 58,71 b
Média 11,09 10,09 0,58 8,77 2,91 2,27 64,22
Cv (%) 11,92 39,22 31,72 12,25 21,17 24,25 8,40

*Meédias com mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05) de probabilidade.

A proporcéo do xilema néo diferiu entre o estadio jovem e maduro. No entanto,
estes diferiram do senescente, que apresentou maior percentual de xilema (10,26%). A
maior proporc¢do deste constituinte nas folhas senescentes, atribui-se ao fato da planta ja
ter completado seu estagio fenoldgico e seus vasos condutores (xilema) ja estarem
completamente desenvolvido, ocupando uma maior proporcao da area total do tecido
guando comparando com os demais estadios

Com relacdo ao colénquima (P<0,05), observou-se que houve diferenca entre os
estadios jovem (1,84%) e senescente (2,72%). O colénquima é considerado um dos
tecidos com funcdo de sustentacdo, sendo assim, na fase de senescéncia, observou-se
maior proporgdo, consequentemente, o valor nutricional tende a diminuir, pois quanto
maior a proporcdo desse tecido, menor sera a coloniza¢do dos microrganismos ruminais
as particulas de alimento.

Né&o houve efeito para 0 mesofilo entre folhas jovens e maduras, todavia estes
diferenciaram-se (P<0,05) da folha senescente (Tabela 1, Figura 3 C). Resultados ja
esperado pois medida em que ha um maior desenvolvimento dos vasos condutores
ocorre uma reducao na proporcdo das células do mesofilo. Verifica-se maiores espacos
intercelulares na lamina foliar jovem (Figura 3 A), caracteristica essa que possui relagéo
positiva com a digestibilidade, pois estes espagos intercelulares facilita 0 acesso aos
microrganismos do ramen as paredes das células (PACIULLO et al., 1998).

N&o constatou-se diferenca (P>0,05) da epiderme, floema, xilema e colénquima
do peciolo no estadio maduro, havendo diferenca apenas para mesofilo (Tabela 2).
Também nédo foi observado diferenca para o floema no estadio senescente. No entanto,

verificou-se que os estddios maduros e senescente apresentaram maior propor¢cdo de
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epiderme, com médias de 1,07% e 1,19%, respectivamente. Estes resultados foram
inferiores aos verificados por Guedes (2015) de 2,28% para Manihot glaziovii. A
epiderme do estadio jovem (1,05%) apresentou menor propor¢do de estrutura protetora
do total da area ocupada pelos tecidos.

A maior proporcao da epiderme no estadio senescente pode ser justificada devido ao
fato do peciolo esta na ultima fase de maturacéo fisiologica, totalmente desenvolvido e

consequentemente com maior espessamento da parede celular.

Tabela 2- Proporcdo (%) dos tecidos de peciolo da mani¢oba em diferentes acessos e
estadios de maturacéo.

Epiderme Floema Xilema Colénquima Mesofilo
Jovem
Acesso 02 0,98ab 8,89b 7,11b 4,18a 77,06a
Acesso 04 1,28a 13,28a 10,70b 3,26a 70,21b
Acesso 38 0,90b 11,78ab 8,60b 3,64a 64,64c
Meédias 1,05 11,31 8,80 3,69 70,63
Madura
Acesso 02 0,99a 13,22a 9,86a 4,03a 67,90b
Acesso 04 1,05a 9,88 a 8,45a 4,04a 69,90ab
Acesso 38 1,18a 12,04a 9,19 4,07a 72,60a
Médias 1,07 11,71 9,16 4,04 70,13
Senescente
Acesso 02 1,42a 16,07a 9,77b 3,52b 63,34b
Acesso 04 0,97b 16,19a 11,91a 5,76a 63,34b
Acesso 38 1,20ab 13,31a 7,82c 5,56a 69,68b
Meédias 1,19 15,19 9,83 4,94 65,45

*Médias com mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 0,5% de probabilidade,
(P>0,05).

O floema e o xilema do peciolo dos acessos de manigoba apresentaram maior
proporcdo no estadio senescente, onde o acesso 04 apresentou maior valor (16,19 e
11,91%), respectivamente (Tabela 2, Figura 4B-C). A maior proporcdo de tecidos de
xilema do peciolo no estadio de senescéncia do acesso 04 torna-se indigestivel para 0s
microrganismos ruminais devido ao aumento do teor de lignina (AKIN, 1989).

A maior proporc¢do do colénquima foi verificado no estadio senescente (4,94%)
seguido de menor proporcdo no estadio jovem (3,69%). Com relacdo aos acessos, estes
apresentaram diferenca (P<0,05) apenas no estadio senescente, onde o acesso 04
apresentou maior valor (5,76%). A diferenca na variacdo deste tecido se da com o
amadurecimento da planta, o que implica dizer que o estadio que apresentou maior
quantidade deste tecido poderd ter sua digestibilidade afetada. A presenca do
colénquima néo interfere com tanta intensidade na digestdo como o esclerénquima, pois

suas celulas ndo sdo lignificadas, com isso sua digestdo pode ser facilitada.
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Para o mesofilo ndo houve efeito significativo (P>0,05) entre 0s acessos
no estadio senescente (Tabela 4). Verifica-se ainda efeito (P<0,05) nos estadios jovem
e maduro para esta variavel.

Assim como apresentado na lamina foliar, maior proporcdo do mesofilo foi
observado no estadio jovem (70,63%), tendo em vista que neste estadio de
desenvolvimento a propor¢do dos demais tecidos ocuparam um menor espaco, uma vez
que estes ainda estavam em desenvolvimento, tornando-se mais digestiveis que os
demais, pela facilidade de colonizagdo pelos microrganismos ruminais, favorecendo o
valor nutricional. Considerando que os demais tecidos aumentaram com o avangar do
estadio de jovem para senescéncia, justifica-se a reducdo do tecido mesofilo do peciolo

da manigoba com menor evidencia no acesso 38.

4.2 Degradabilidade dos tecidos de Manihot spp. em diferentes estadios de
maturacao

Observou-se diferencas (P<0,05) quanto a degradabilidade dos tecidos epiderme
adaxial, xilema, colénquima e mesdéfilo das laminas foliares nos diferentes estadios de
maturacdo de Manihot spp (Tabela 3) e néo significativo para epiderme abaxial, floema
e esclerénquima.

Nos dados obtidos vé-se, que independente do estadio de maturacéo, os tecidos
dos xilemas e esclerénquimas ndo sofreram degradacdo (Tabela 1 e 3), mantendo a

mesma proporc¢do de tecidos apds avaliacdo da degradabilidade.

Tabela 3. Degradabilidade dos tecidos de manicoba em diferentes estadios de
maturacdo da lamina foliar.

Estadios de Epiderme Epiderme Floema Xilema Esclerénquima Colénquima Mes6filo
maturagdo adaxial abaxial

Jovem 4,20a 3,80a 0,53a 8,29b 2,68a 0,66a 62,10a
Madura 2,780 2,36a 0,38a 7,76b 2,76a 0,57ab 58,37a
Senescente 1,54c 1,27a 0,44a 10,27a 3,32a 0,40b 47,85b
Média 2,84 2,47 0,45 8,77 2,29 0,54 56,10
CV (%) 14,08 52,59 29,63 15,25 21,17 28,10 8,67

*Meédias com mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 0,5% de probabilidade,
(P>0,05).

Com relacdo a proporcdo de tecidos degradados nas laminas foliares jovens
(Figura 5-A) de Manihot spp, observou-se alta degradabilidade para as células que
constituem o mesofilo (91,49%) e, floema (85,48%). Para as epidermes adaxial
(40,85%) e abaxial (45,07%) e o colénquima (35,86%) a degradabilidade foi média.

32



As laminas foliares maduras (Figura 5-B), apresentaram alta degradabilidade do
mesofilo (88,30%) e floema (79,16%), baixa degradabilidade para epiderme adaxial
(25,04%), abaxial (25,02%) e colénquima (25,11%).

Analisando o desaparecimento dos tecidos das |aminas foliares senescentes
(Figura 5-C), verificou-se alta degradabilidade do meséfilo (81,50%) e do floema
(66,66%), enquanto que os demais tecidos como a epiderme adaxial (12,94%), abaxial
(10,21%) e o colénquima (14,70%), a degradabilidade foi baixa.

Figura 5. Secces transversais da ldmina foliar de manigoba, Jovem (A), Maduro (B), e
Senescente C). Detalhe da degradabilidade da epiderme (Ep), colénquima (Co) e xilema
(Xi). Corados com azul de toluidina. Barras: A-C = 100 pm.

Com relacdo as proporgdes dos tecidos do peciolo conforme estadios de
maturacdo nédo foi verificado diferenga (P>0,05) para o xilema.

Os peciolos no estadio jovem (Figura 6-A), apresentaram alta degradabilidade
para as células que constituem o mesofilo (78,16%) e floema (88,77%), degradabilidade
média para as células do colénquima (44,98%), e baixa para epiderme (29,62%).

Nos peciolos maduros (Figura 6-B), observou-se alta degradabilidade para os
tecidos que apresentam paredes nao lignificadas que consequentemente tiveram uma
maior degradacdo como no caso do mesofilo (76,36%) e floema (80,27%), o
colénquima foi parcialmente digerido (44,98%), enquanto que a epiderme degradou
apenas (20,19%).

Para os peciolos senescentes (Figura 6-C), observou-se alta digestdo do meséfilo
(72,68%) e do floema (71,62%). Ja a epiderme (10,00%) e colénquima (10,52%)

apresentaram baixa degradabilidade.
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Tabela 4. Degradabilidade dos tecidos de manicoba em diferentes estadios de
maturacdo do peciolo

Estadios de Epiderme Floema Xilema Esclerénquima  Colénquima  Mesofilo
Maturagéo
Jovem 0,32a 10,04a 8,81b 3,21b 1,66a 55,99a
Madura 0,21b 9,40a 9,17ab 3,89%ab 0,99b 53,58a
Senescente 0,12c 10,88a 9,83a 4,59a 0,52c 46,71b
Média 0,21 10,10 9,27 3,89 1,05 52,09
CV(%) 25,42 13,61 7,73 25,58 22,14 4,54

*Médias com mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05) de probabilidade.

Ep

BE

Figura 6. SeccOes transversais dos peciolos de manicoba, Jovem (A), Maduro (B), e
Senescente C). Detalhe da degradabilidade da epiderme (Ep), bainha esclerenquimatica
(BE) e xilema (Xi). Corados com azul de toluidina. Barras: A-C= 100 pm.

A facilidade de digestdo de uma planta forrageiras pode estar relacionada tanto
com a composicdo bromatoldgica, bem como com a composi¢do histoldgica. Em se
tratando de composicao histolégica, o potencial da digestibilidade esta relacionado com
os diferentes tecidos que as compde, onde estes apresentam digestdo especifica. Assim o
valor nutritivo dessas plantas depende, em parte, da proporcao de tecidos digestiveis e
indigestiveis (BRITO et al., 1999; VALENTE et al., 2011), a espessura da parede
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celular e a densidade com que as células estdo dispostas também influenciam na
digestibilidade dessas forrageiras (AKIN, 1989; PACIULLO et al., 2002).

O estadio de desenvolvimento e o nivel de insercdo da folha no perfilho,
influenciam significativamente as caracteristicas anatdbmicas e nutricionais (WILSON,
1976; QUEIROZ et al., 2000). Com a maturacdo fisioldgica das plantas, observam- se
alteragdes estruturais e quimicas nos tecidos, que se refletem principalmente na reducéo
da digestibilidade.

As primeiras células a serem digeridas pelas bactérias ruminais, sdo as células do
floema e mesdfilo, fato esse atribuido a presenga de uma delgada parede primaria ndo-
lignificada (AKIN et al., 1973). Esta por sua vez que € rapidamente quebrada em
particulas menores e prontamente digeridas (CHESSON et al., 1986). Como o
parénquima € um dos tecidos que possui em sua composi¢do, uma propor¢do menor de
lignina, observou-se que este tecido se apresentou em grande propor¢do, contribuindo
com que a digestdo ocorresse primeiramente neste tecido. Verificou-se ainda que nos
diferentes estadios de desenvolvimento da planta, com o avancar da maturacao, 0s
outros tecidos estava mais desenvolvidos, consequentemente, na fase senescente foi
comprometida tanto nos tecidos das Id&minas foliares como nos peciolos.

Com relacdo ao colénquima, sua degradacdo parcial esta relacionado a suas
paredes espessas, sendo frequentemente lignificadas nos Orgdos vegetais maduros
(ESAU, 2000). Como observado, tanto nas laminas foliares como nos peciolos (Tabela
3-4) com o avancar da maturacdo a digestibilidade foi comprometida, reduzindo
significativamente a degradacdo, devido ao aumento dos teores de ligninas, reducdo do
valor nutritivo, nos tecidos maduros.

Com relacdo ao xilema e esclerénquima, a resisténcia a degradacdo esta
relacionada a constituicdo da parede celular que formam esses tecidos, uma vez que
ambos possuem parede celular secundaria com espessura variando de 1 a 3 um que tem
como funcdo dar resisténcia as células vegetais (WILSON, 1993; GLORIA e
GUERREIRO, 2006). De acordo com Akin et al., (1989), a espessura da parede celular
também interferi na digestibilidade desses tecidos, contribuindo para a indigestibilidade.

Os microrganismos ruminais conseguem digerir a celulose, no entanto, ndo
digerem a lignina. Deste modo, tecidos com elevadas proporcdes de lignina influenciam
a qualidade das forrageiras. Vale ressaltar que os tecidos do xilema e esclerénquima néo
sofreram degradacdo, independente do seu estadio de maturacéo.

Como evidenciado nesse trabalho e descrito por Akin (1989), as células que

constituem a epiderme da lamina foliar, de modo geral, sdo de digestdo lenta a parcial,
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do mesmo modo se comportou as do peciolo, o estadio jovem foi 0 que apresentou

maior degradacéo para todos os tecidos (Tabela 3-4, Figura 5-6).

4.3 Metabdlitos Secundarios

Observou-se na triagem fitoquimica das folhas de manicoba a presenca de

esteroides, taninos, flavonoides e saponinas (Tabela 5).

Tabela 5. Perfil fitoquimico de extrato bruto etandlico de folhas dos acessos de
manicoba em diferentes estadios de maturacao

Alcaloides Esteroides Taninos Flavonoides Saponina
Estadiosde A B C D (Liebermann- ~"Gelatina FeCl; Fita- Fluorescéncia
Maturagéo Burchard) 0,5% 2%  magnésio  (Taubouk) Espuma
(Shinoda)
Acesso 02
Jovem - - - - +++ ++ +++ ++ +++ +
Madura - - - - ++ ++ +++ ++ +++ +
Senescente - - - - ++ ++ +++ ++ ++ ++
Acesso 04
Jovem - - - - +++ ++ +++ ++ +++ +++
Madura - - - - +++ + ++ +++ +++ ++
Senescente - - - - +4++ + ++ ++ ++ -
Acesso 38
Jovem - - - - +++ ++ ++ ++ +++ ++
Madura - - - - +++ + ++ +++ +++ ++
Senescente - - - - ++ + ++ ++ ++ +
Legenda: (A) Bouchardat, (B) Maye, (C) Dragendorf, (D) Bertrand ou &cido silico-tungstico; “+++”
(intensidade alta), “++” (intensidade média), “+” (intensidade baixa), “-” (rea¢@o negativa)

As folhas dos acessos de manicoba (Manihot ssp.) apresentaram auséncia de
alcaloides em todos os estadios e acessos avaliados. A auséncia desse metabdlito em
uma forrageira é muito importante para a nutricdo animal, uma vez que, quando
presente pode causar toxidade para o animal, além de prejudicar a ingestdo e a
digestibilidade da forragem.

Todos os acessos avaliados apresentaram positividade para a presenca de
esteroides, com a superioridade no acesso 04 em todos os estadios, ja para 0s demais
acessos foram diminuindo com o amadurecimento da planta, principalmente no acesso
02 que na presenca deste compostos decresceu conforme a maturagdo. Os esterois sao
derivados de triterpenos componentes essenciais das membranas celulares, 0s quais sao
estabilizados pela interacdo desses componentes com os fosfolipideos. Além disso, este

composto se destaca por promover o crescimento e desenvolvimento dos vegetais,
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podendo considera-los como metabolitos primarios ao invés de secundarios (TAIZ e
ZEIGER, 2013).

Observou-se a presenca de taninos nos trés acessos estudados, contudo o acesso
02 apresentou uma maior intensidade tanto no método de precipitacdo da gelatina, como
no de sais de ferro, mostrando-se ndo haver diferenca na presenca deste composto nos
trés estadios de maturacdo da planta, evidenciando assim que este acesso dispde de uma
maior concentracdo deste composto fendlico. Para os demais acessos avaliados houve
uma maior presenca deste composto no método de precipitacdo de FeCls, sem haver
diferenca nos diferentes estadios, exceto no acesso 04, que foi maior no estadio inicial
(+++).

Ressalta-se que o0s taninos tém um importante papel na nutricdo animal, podendo
exercer efeitos benéficos e/ou adversos, quando em altas concentragdes, comportando-
se como um fator antinutricional, com relacdo a digestéo e absorcdo dos nutrientes pelo
trato gastrointestinal, bem como para a saude e consequentemente a producdo animal.
Nos animais monogastricos os efeitos sdo mais acentuados, principalmente quando os
teores de taninos condensados sdo acima de 1% na dieta, acarretando prejuizos para
producdo, devido ao comprometimento do consumo e da digestibilidade da proteina e
dos aminoacidos essenciais (McDONALD et al., 1995), além da toxidade. J& os
ruminantes sdo mais tolerantes aos taninos devido a acdo dos microrganismos do rumen,
com diminuicdo dos efeitos negativos, pois sdo capazes de degradar compostos
antinutricionais em substancias mais simples e ndo toxicas.

Nos testes realizados para a identificacdo dos flavonoides, observou-se
intensidade média a alta em todos 0s acessos. Ressalta-se ainda que para o método de
Shinoda, o acesso 02 apresentou intensidade média em todos os estadios, nos demais
acessos ocorreu houveram uma maior intensidade no estddio maduro, e média
concentracdo nos outros estddios. No meétodo de Taubouk, todos o0s acessos
apresentaram 0 mesmo comportamento, alta intensidade nos estadios jovens e maduros
e média quando senescente.

Conforme Slimestad (1998), os tecidos mais novos, geralmente, apresentam
maiores taxas biossintéticas de metabdlitos, como os flavonoides. A idade e o
desenvolvimento da planta, bem como os diferentes 6rgdos vegetais, também podem
influenciar ndo s6 a quantidade dos metabdlitos produzidos, como as proporcdes de
cada componente (BOWERS e STAMP, 1993; EVANS, 1997; HENDRIKS et. al.,
1997). Em estudos com amostras de folhas de Tournefortia paniculata Cham onde foi

levado em consideragdo a época de colheita, Moraes et al (2007) constataram variacdes
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nos teores médios de flavonoides, demonstrando que a producdo desses constituintes
pode estar restrita a algum estagio especifico do desenvolvimento da planta ou a
determinadas condic6es ecoldgicas ou ambientais.

A acumulacdo dos flavonoides ocorre nos tecidos superficiais (epiderme,
subepiderme, pelos, cuticula e material epicuticular) e sdo utilizados pela planta como
filtros UV, uma vez que absorvem radiacdo UV-B sem alterar a radiacdo
fotossinteticamente ativa, protegendo as células das folhas, como também os
cloroplastos, das radiages UV (TAIZ e ZEIGER, 2004). Nesta perspectiva, a presenca
de flavonoides nas espécies da caatinga ja era esperada, uma vez que a intensidade
luminosa é alta na regido Semiarida. Além da radiacdo UV, possivelmente, a
temperatura pode ter contribuido na concentracdo desse composto. Estudos relatam a
intensidade desse metabodlito na Catingueira (BAHIA et al. 2010 e FRANCA, 2012).

Quanto a presenca de saponina todos 0s acessos avaliados apresentaram
positividade, exceto 0 acesso 04 no estadio senescente. Ja 0 acesso 02 no mesmo estadio
de maturacdo apresentou intensidade média (++). Segundo Garcia e Carril (2009) e
Lima Jr et. al., (2010) este composto tem a capacidade de formar complexos com 0s
esteroides, proteinas e fosfolipideos das membranas de fungos e protozoarios ruminais,
agem desestruturando a acdo dessas membranas, além de impedirem o crescimento de
bactérias gram positivas da flora ruminal. Kamra (2005) salienta que as saponinas
também causam efeito deletério sobre a fermentacdo do rdmen, ocasionando uma
reducdo no total dos &cidos graxos totais e a taxa de acetato: propionato de 1,93 para
1,37 na presenca de1% de saponina na dieta.

Possivelmente, a producdo de metabdlitos secundarios pode estar restrita a um
estagio especifico do desenvolvimento do vegetal ou a determinadas condigdes
ambientais. Além disso, podera encontrar diferencas no perfil metabolico entre espécies
e até mesmo dentro da mesma espécie. Os fatores que contribuem para essa diferenca
sazonalidade, temperatura, idade da planta, disponibilidade hidrica, bem como o
desenvolvimento do vegetal, isolados ou associados uns aos outros (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007). Provavelmente alguns destes fatores tenham afetado o teor de
compostos quimicos dos acessos utilizados neste estudo.

Com base nos perfis fitoquimicos da folha dos acessos de manicoba (Manihot
spp.) em diferentes estddios de maturacdo, quando foram submetidos ao indice de
similaridade de Jaccard, verificou-se o agrupamento dos acessos com base nas suas
caracteristicas semelhantes e divergentes (Figura 7). Neste sentido, os acessos 04 e 38,

provenientes de Monteiro e Boa Vista, respectivamente, sdo 0s mais similares,
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formando o grupo |, enquanto que o acesso 02, proveniente de Barra de Santa Rosa,
devido a pouca semelhancas com os demais formou o grupo Il. E importante salientar
que os acessos sdo indiferentes quando no estadio jovem (Figura. 7), pois as estruturas
anatdmicas e os perfis fitoquimicos sdo similares, e os acessos formam um Unico grupo.
Por outro lado, quando comparamos os perfis fitoquimicos nos estadios maduros (M) e
senescente (S), observa-se que 0s acessos 04 e 38 sdo similares e contrastantes em
relacdo ao acesso 02. Assim, € possivel sugerir cruzamento entre 0S acessos mais

divergentes, no programa de melhoramento de manicoba, para fins de forrageiro.
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Figura 7. Dendrograma da anélise de agrupamento obtido, pelo método Ward em trés acessos de
manigoba (Manihot spp.) conforme coeficientes de similaridade de Jaccard. Valores do “bootstrap” em
percentagem para 100 repeticBes. (AC004M) Acesso 04 Maduro, (AC038M) Acesso 38 Maduro,
(ACO004S) Acesso 04 senescente, (AC038S) Acesso 38 Senescente, (AC002M) Acesso 02 Maduro,
(ACO002S) Acesso 02 Senescente, (AC002J) Acesso 02 Jovem, (AC038J) Acesso 38 Jovem, (ACO004J)
Acesso 04 Jovem.

5 CONCLUSOES

Com o avan¢o da maturacdo fisiologica dos tecidos nas folhas e peciolos de

acessos de manigoba, proporciona reducgédo na degradabilidade.
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O acesso 38 apresenta maior digestibilidade por apresentar maior proporcao de
mesofilo.
A presenca e concentracdo dos metabolitos secundarios é varidvel entre os

acessos e estadios de maturacao.
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