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RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo
principal  investigar e  quantificar  taninos
condensados (TC) em Lotus spp. e sua relagdo com
fatores edaficos e genéticos em duas cultivares (cv.
S&o Gabriel e cv. Ganador) e da populagdo UFRGS
de L. corniculatus, uma cultivar de L. uliginosus (cv.
Serrano) e uma cultivar de L. subbiflorus (cv. El
Rincon), cultivadas em vasos e submetidas a duas
condi¢cdes de acidez do solo (pH 4,7 e 6,4). A
metodologia utilizada para quantificacdo de taninos
condensados foi a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia  (CLAE), utllizando catequina e
epicatequina como padrbes de referéncia. Houve
efeito da interacdo gendtipo x solo para
concentracdo de TC mostrando a variabilidade intra
e interespecifica. A maior amplitude de variacdo de
TC foi verificada em solo &cido. Os resultados do
estudo indicam a importancia da avaliacdo dos TC
nos programas de melhoramento de Lotus spp. e da
relacdo destes compostos com as condi¢cdes de
acidez do solo.
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INTRODUCAO

Em  espécies forrageiras 0s taninos
condensados (TC) podem ter efeitos negativos ou
positivos no valor nutritivo dependendo da
concentracdo em que se encontram. Altas
concentracdes (0,6-1,0 g kg'l) reduzem o consumo
voluntario pelos ruminantes, a palatabilidade, a
eficiéncia digestiva e, consequentemente, ha baixo
desempenho produtivo dos animais. Altas
concentragdes também estdo relacionadas com
elevados niveis de lignina, proteina bruta e baixa
digestibilidade in vitro de massa seca (DIVMS). Em
moderadas e baixas concentracdes (0,2-0,4 g kg'l)
seus efeitos em ruminantes sdo benéficos,
prevenindo infec¢des e o timpanismo, aumentando
a absorcao protéica e a distribuicdo de nitrogénio
dos aminoacidos essenciais (Gebrehiwot et al.,
2002; Pifiedo, 2008). Contudo, a concentracdo de
taninos em leguminosas varia com fatores
genéticos, edéficos ou fenolégicos (Anuraga et al.,

1993; Roberts et al., 1993; Gebrehiwot et al., 2002;
Kraus et al., 2004; Escaray et al., 2007). O
conhecimento da interelagdo destes fatores &,
entdo, importante para o manejo do cultivo destas
espécies, como as do género Lotus, pois
possibilitar4d melhorar a concentragédo de taninos e,
consequentemente, o potencial forrageiro.

Em trabalho realizado na Universidade de
Passo Fundo, por Moro et al. (2010), foram
verificadas baixas concentragbes de taninos em
espécies de Lotus L., aquém do esperado. Uma das
possiveis causas para as baixas concentracdes de
taninos obtidas no estudo de Moro et al. (2010) é
auséncia de restricdo ao crescimento das plantas,
nas condicbes experimentais utilizadas por estes
autores. No trabalho de Moro et al. (2010), as
plantas foram cultivadas sem estresse hidrico,
térmico e nutricional, o que pode ter reduzido a
sintese de metabdlitos secundéarios, como o0s
flavonoides.

A acidez do solo foi escolhida como um dos
fatores a ser estudado, pois a maior parte das
pastagens naturais do sul do Brasil encontram-se
em regides de solos &cidos, com elevada saturacao
por Aluminio (Al) (Rheinheimer et al., 2001; Souza
et al., 2007; Raij, 2011). Além disso, as espécies de
Lotus L. se destacam entre as leguminosas
temperadas tolerantes a essa condicdo edafica
(Janke et al., 2010).

O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
acidez do solo sobre os taninos condensados em
Lotus spp..

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas as concentragBes de TC de
duas cultivares (cv. Sao Gabriel e cv. Ganador) e da
populacdo UFRGS de L. corniculatus, de uma
cultivar de L. uliginosus (cv. Serrano) e uma cultivar
de L. subbiflorus (cv. El Rincon). O material foi
cultivado em vasos, em ambiente semi protegido, foi
submetido a duas condicdes de acidez do solo (pH
4,7 e 6,4), em fatorial 5 x 2. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, com
quatro repeticdes, totalizando quarenta unidades
experimentais.
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A semeadura foi realizada em 21/11/2011 e
durante o cultivo as plantas foram irrigadas
manualmente e o controle de pragas e doencas foi
feito quando necessario. No decorrer do periodo
experimental, as plantas foram submetidas a quatro
cortes, a partir do 157° dia da semeadura, a fim de
obter-se material vegetal para o preparo dos
extratos e evitar a senescéncia. Os cortes foram
feitos com tesoura, a 5 cm da base das plantas, em:
25/04, 17/07, 02/09 e 24/10/2012.

O material vegetal foi seco a 30 °C, por 72 horas
e triturados em moinho tipo Willie. O material colhido
em cada corte e repeticdo foi reunido em uma
amostra multipla, devido a quantidade de matéria
seca (MS) néo ter sido suficiente, para possibilitar
que as repeticbes de cada tratamento fossem
analisadas em separado. Esse procedimento é
comum em estudos farmacognésticos, sendo
utilizadas replicatas em analise quimica de extratos
obtidos de plantas (Kelman & Tanner, 1990; Acufia
et al., 2008).

O material vegetal foi submetido a extracdo com
metanol 50% na proporcdo 1:10 (planta:solvente),
em temperatura ambiente (x 20 °C) por sete dias.
Apébs o periodo de maceracdo os extratos foram
filtrados e concentrados em evaporador rotatério sob
pressao reduzida a uma temperatura ndo superior a
60 °C até a obtencéo de extratos moles. Os extratos
concentrados foram entdo pesados para o calculo
de rendimento de extrato seco por massa seca de
planta. Foi feita a perda por desseca¢do em balanca
de infravermelho para a retirada de substancias
volateis e 4gua residual. A partir dos valores obtidos
na perda por dessecacao, calculou-se o percentual
de extrato seco (Queiroz et al.,, 2002). Os extratos
hidrometandlicos  foram ressuspendidos  na
concentracdo de 10 mg/mL de extrato seco e
fitrados em membrana de nylon de 0,45 pm.

Para quantificagdo dos TC foi utilizada a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
partir de métodos desenvolvidos e validados para
deteccdo de TC em equivalentes das substéncias
quimicas de referéncia (SQR) catequina e
epicatequina (Chini et al., 2012). As analises foram
realizadas em CLAE equipado com coluna de fase
reversa C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). Os picos de
cada SQR foram eluidos em fase mével constituida
por agua acidificada com &cido fosforico a pH 3 e
acetonitrila em diferentes propor¢des. Uma aliquota
de 20 pL foi injetada nas condigBes cromatograficas
condizentes aos métodos desenvolvidos para cada
SQR. A area de pico de cada SQR foi integralizada
e utilizada para a quantificacdo de cada padréo
presentes no extrato. Os TC foram calculados como
equivalentes de catequina+epicatequina.
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Os dados obtidos no CLAE, transformados em
percentual de MS (Makkar, 2003), foram submetidos
a analise de variancia e as médias foram
comparadas com o teste de Tukey (P < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo de TC, também denominados de
proantocianidinas, estimada neste estudo em
equivalentes de catequina (EC) e de epicatequina
(EE), variou de 2,3 a 23,1 g ECE kg' MS,
dependendo do genétipo e da acidez do solo
(Tabela 1). Esta faixa de concentracdo pode ser
considerada baixa, ja que entre 20 a 40 g kg™ TC
sdo comumente observadas em Lotus spp.,
enquanto que concentragdes maiores que 60 g kg'1
sdo incomuns (Kelman & Tanner, 1990).

A analise da variancia mostrou efeito da
interacdo genotipo x acidez do solo na concentragéo
de TC (Tabela 1). Em ambos os niveis de acidez,
observou-se diferenga entre 0s genotipos, com
maior amplitude (17,5 g ECE kg'l MS) de variacéo
no solo mais &cido, em relacdo ao solo com maior
pH (5,2 g ECE kg™ MS).

Em solo com maior acidez, destacou-se a
populacdo UFRGS, pelo maior teor de TC; e 0 cv.
Serrano, pelo menor teor desses metabdlitos. Na
Nova Zelandia, em ensaio de campo e utilizando
vanilina acidificada como método de determinagéo
de TC, Lowther et al. (1987) verificaram
concentracdo de 0,29 g1 kg™ MS na cv. S. Gabriel, e
entre 0,58 e 0,97 g kg™ na cv. Maku (L. uliginosus).
As diferentes condi¢des de cultivo e de metodologia
podem explicar, em parte, as divergéncias nos
resultados dos trabalhos.

Os trés representantes de cornichdo (L.
corniculatus) mostraram diferencas significativas na
concentracdo de TC em ambos tratamentos de solo.
Dentre todos os genétipos, o menor teor de TC foi
evidenciado na cv. El Rincon. No estudo de Kelman
& Tanner (1990), essa cultivar apresentou valor
muito superior (31,5 g kg™*) em relacéo aos obtidos
no presente trabalho, o que pode ser atribuido aos
distintos métodos de quantificacdo de taninos,
métodos de cultivo e manejo. No trabalho desses
pesquisadores, o cultivo foi a campo, com duragéo
de um ano, em solo com maior acidez com pH 4,3 e
com teor de Al de 14,2 ug/g e solo corrigido com pH
5,2 e aluminio soltvel 0,3 pg/g.

Com excecao do cv. Serrano, todos os genétipos
mostraram maior concentracdo de TC em solo com
maior acidez, como era esperado. Nessa cultivar
houve aumento de 25% na concentracdo de TC em
solo corrigido, ao passo que nos demais genétipos a
concentracdo de TC ficou entre 39,6% (cv. Séo
Gabiriel) e 77% (UFRGS).
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Tabela 1. Concentragdo de taninos condensados, expressa
em equivalente de catequina e de epicatequina
(ECE), na matéria seca da parte aérea (folha +
caule) de Lotus spp. cultivados em dois niveis de
acidez do solo
Espécie Gendétipo a7 PH(aqua)
------------- g ECE kg MS-----
Sé&o Gabriel 11,6 cA 7,0 bB
L. corniculatus ~ UFRGS 23,1aA 53cB
Ganador 15,0 bA 7,5aB
L. uliginosus Serrano 56¢eB 7,0 bA
L. subbiflorus El Rincon 9,0 dA 2,3dB
Média 12,9 538
C.V. (%) 2,16 3,85

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e
mailscula na linha, néo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Em diversos trabalhos h& indicagdo de uma
maior toleréncia ao aluminio da populacdo UFRGS
quando relacionada a outros genétipos de cornichdo
(Pavlovkin et al., 2009; Janke et al., 2010; Pal'ove-
Balang et al., 2012), resultados pertinentes ao que
foi encontrado no presente trabalho, em que esta
populacdo apresentou-se capaz de produzir maiores
gquantidade de TC em solo com maior acidez, do que
0s outros gendétipos testados.

Ha unanimidade na literatura que condicdes
restritivas ao crescimento das plantas induzem a
elevacdo na sintese de TC. Neste trabalho, pode-se
considerar que o principal fator de estresse foi o
maior teor de Al do solo que ndo recebeu calcario.
Nesse tratamento, a saturacdo por Al foi 20 %,
enquanto que no solo que recebeu calcéario o valor
deste atributo foi de 0%. Segundo Chen et al.
(2011), a exposicéo a elevadas concentragfes de Al
aumenta a quantidade de compostos fendlicos em
plantas. Uma vez que estes compostos podem
reduzir o efeito téxico de algumas substancias
quimicas através da complexacdo com metais e da
propria exsudagédo radicial, os taninos protegem as
plantas contra a toxicidade do Al.

Quanto ao comportamento divergente do cv.
Serrano ao ser submetido a solo com maior acidez,
ndo ha explicagdo plausivel para o resultado com
base nas variaveis analisadas, uma vez que todos
0os gendtipos foram cultivados e colhidos
simultaneamente, sempre no estadio vegetativo.
Uma das possiveis causas a serem investigadas em
futuros estudos € que, de acordo com Meagher et al.
(2004), L. uliginosus possui maior proporcdo de
prodelfinidina (PD= galocatequina e
epigalocatequina) em relacdo a procianidina (PC=
catequina e epicatequina). Nessa espécie, a relagao
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de PC:PD foi estimada em 19:81, ao passo que para
L. corniculatus foi de 84:16. O mesmo foi verificado
por Sivakumaran et al. (2006), que verificaram
predominancia de PD em L. uliginosus e PC em L.
corniculatus. Neste trabalho foi feita a analise de
procianidina, o que pode ter subestimado os niveis
de taninos condensados na cv. Serrano.

Na média de gendtipo, a concentracéo de TC foi
maior em solo acido, com elevacdo de 122%, em
relacdo ao verificado em solo que recebeu calagem
(Tabela 1). Ao contrario do que foi observado neste
trabalho, Kelman & Tanner (1990) n&o verificaram
efeito do pH do solo na concentragcédo de TC em
Lotus spp., mas houve expressiva variagdo entre
gendtipos. Foram obtidos valores médios de 20,9 g
TC kg™ (cornich&o), 31,6 g TC kg™ (L. subbiflorus) e
59,9gTC kg'l (L. uliginosus). Segundo os autores, a
origem do gendétipo e as diferencas na duracéo das
fases fenologicas das espécies de Lotus spp. tém
influéncia sobre os niveis de TC, sugerindo controle
genético sobre o teor de taninos. E possivel, no
entanto, que no trabalho destes autores os niveis de
pH néo tenham sido suficientemente distintos (pH
4,3 e 5,2) para promover alteracdo nos niveis de
taninos.

CONCLUSOES

A concentracdo de TC € diferente entre
gendtipos e é afetada pelo pH do solo.

Os materiais avaliados mostram variabilidade
intra e inter especifica do germoplasma para o
conteddo de TC, o que permite a identificacdo de
genétipos para programas de melhoramento
genético.

As cultivares de L. corniculatus foram superiores
em relagdo ao conteuddo de TC. A populacdo
UFRGS se destacou em solo acido, com o maior
teor de TC.
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