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RESUMO

Estudos foram realizados com a finalidade de
obter uma cepa de Fusarium moniliforme que fosse capaz de
produzir &cido giberélico em seu meio de cultura e observar
os pardmetros metabdlicos basicos e a agdo de substratos
inespecificos sobre os mesmos.

Entre as diversas cepas analisadas, uma denomi-
nada de isolado UEM, coletada de plantag¢des de trigo no Norte
do Parand, mostrou-se capaz de produzir &cido giberélico
tanto em meio BD como em meio sintético (meio ICI). Sua
capacidade para produgdo de massa celular e consumo de glu-
cose, amido e proteina também foi medida.

Como substrato inespecifico foi usado o isoeste-
viol, um diterpeno tetraciclico obtido por hidrdlise &cida do
steviosideo, um glicosideo diterpenico extraido da Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni. O isoesteviol, provavelmente de-
vido a sua similaridade estrutural com giberelinas, induziu
uma forte mudanga metabdlica, inibindo completamente a pro-
dugdo de giberelinas. Foi demonstrado também, que houve aci-
mulo de &cido caurendico e que os produtos metabbdlcios do
isoesteviol promovem a¢d3o anti-giberélica nos bioteste com
plantulas de arroz e com hipocdétilo de alface. Ndo foi

observado a mudan¢a em outros pardmetros metabdlicos.



ABSTRACT

Several studies were done for obtention of a
Fusarium moniliforme strain wich would be able to produce
gibberellic acid in its culture‘ medium, to observe its
basical metabolic parameﬁers and analyse the action of
inspecific metabolites on those parameters.

‘ Among several analysed strains, one, called
isolated UEM, colected in Parand Northern from wheat
plantations, showed gibberellin production in a good way in
complex medium (PD medium) well as in sintetic medium (ICI
medium) . Its capacity for cellular mass production and,
glucose, starch and protein uptake was also measured.

As inespecific metabolite was used the
isoesteviol, a tetraciclic diterpene obtained by an acidic
hidrolyses of steviosideo, a diterpenic glicoside extracted
from Stevia rebaudiama (Bert.) Bertoni. The isosteviol,
probably due to its structural similarity with gibberellins,
induced a strong change in that metabolic pathway inhibiting
completely the gibberellins production. It was also shown
that there was an accumulation of caurenoic acid and that
metabolic products from isosteviol promote an antigibberellic
action on rice seedling and lettuce hipocotile biotests.

There was not observed change in other metabolic parameters.



1. INTRODUGRO

1.1 - Histérico

No Japdo se conhece had mais de 150 anos uma
doenga chamada Bakanae (plantinha boba), que afeta as plantas
de arroz (Oriza Sativa L.) provocando um alongamento
excepcional das plantulas. No inicio do século XX, um exten-
sivo programa de pesquisa por causa da doenga Bakanae foi
iniciado. Patologistas japoneses primeiro demonstraram a
conexdo da doenga com o fungo Fusarium heterosporum Ness que
infectava as plantas doentes, mais tarde identificado como
Fusarium moniliforme Sheld em seu estdgio imperfeito e como
Gibberella fujikuroli em seu estdgio final. SAWADA (1912)
postulou que a doenga podia ser causada por alguma substancia
secretada pelo fungo. KUROSAWA (1926) deu suporte expe-
rimental a este postulado, quando conseguiu estimular o
crescimento exagerado de plantulas de arroz, milho, sésamo e
aveia utilizando filtrados estéreis do meio de cultura no
qual o fungo havia se desenvolvido.

YABUTA (1935) , da Universidade de Téquio
denominou de giberilina o fator ativo nos filtrados de
Gibberella fujikuroi. YABUTA & SUMIKI (1938) purificaram
parcialmente o fator ativo, obtendo duas substéncias biolo-
gicamente ativas que eles denominaram de Giberelinas A e B.

Os trabalhos japoheses a respeito de giberelinas

permaneceram desconhecidos no ocidente até aproximadamente o



inicio da década de 50, quando se tornaram disponiveis em
inglés.

Em 1954, pesquisadores britdnicos da Imperial
Chemical Industries Ltda (ICI), isolaram um principio ativo
de Gibberella fujikurol que exibia atividade promotora do
crescimento de plantas (CURTIS & CROSS, 1954). O composto
apresentava atividade biolbégica similar aquelas apresentadas
pelas GAs isoladas pelos japoneses, mas a natureza quimica
era claramente diferente. Os pesquisadores denominaram a nova
substdncia isolada de acido giberélico. Em 1955, um grupo de
pesquisadores da "Northem Regional Research Laboratories
(NRRL)" dos Estados Unidos, reportaram a separagdo da
Giberelina A obtida por eles em dois componentes, sendo um
denominado de Giberelina X e o outro de Giberelina A (STODOLA
et al., 1955) . Naquele mesmo ano pesquisadores da
Universidade de Téquio reinvestigaram a pureza da Giberelina
A obtida por eles e reportaram a separagdo de trés Gibereli-
nas: Aj, Ay, A3 (TAKAHASHI et al., 1955).

A comparagdo direta entre as véarias substéncias
isoladas pelos trés grupos demonstrou que a Giberelina A;
(Universidade de Tdéquio) e a Giberelina A (grupo NRRL) eram
idénticas; o &cido giberélico (grupo ICI), a Giberelina X
(grupo NRRL) e a Giberelina A3 (Universidade de T6quio) eram
idénticas; e a Giberelina A; era uma nova substincia. A es-
trutura.do &cido giberélico ou GA3, como & conhecido atual-
mente, foi elucidada somente em 1956. Descobriu-se (WEST &

PHINNEY, 1956; RADLEY, 1956) que giberelinas sdo substéncias



naturais dos tecidos das plantas superiores, porque até
entdo, este grupo de compostos representados pelo &cido gibe-
rélico (GA3), que j& era produzido em larga escala e dispo-
nivel comercialmente na Grd-Bretanha, era reconhecido mais
como uma toxina fingica do que como uma substéncia promotora
do crescimento de per si. Logo se percebeu que o acido gibe-
rélico disponivel comercialmente era na verdade uma secregdo
que continha vAarias giberelinas, sendo que a mais abundante
era o &cido giberélico ou GAj.

A primeira giberelina (GA;) quimicamente pura foi
isolada somente em 1958 (MACMILLAN & SUTER, 1958)1. Em 1961
nove giberelinas ja& haviam sido isoladas (STUART & CATHEY,
1961) . Quando PELAG (1965) revisou este assunto o nimero de
giberelinas conhecidas era somente de treze, entretanto, o
nimero de giberelinas aumentou para 29 nos cinco anos
seguintes (LANG, 1970). Até 1985, 68 giberelinas j& haviam
sido identificadas (Figura-1), sendo que uma nomenclatura
simples foi adotada (GA; a GAgg) e as novas estruturas que
forem sendo caracterizadas ser3o numeradas seqiencialmente,

GRgg...... GA, (TAKAHASHI & MACMILLAN, 1968).

Figura 1 - Estrutura das GAs (GA; - GAgg) .!

ICitado por MOORE (1979).
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1.2 - Nomenclatura

A nomenclatura sistemdtica das GAs tinha como
referéncia o esqueleto do gibano (I), sendo posteriormente
substituido pelo caurano (II), o qual se relaciona com os
precursores caurendides das GAs e o giberelano (III) que se
relaciona com as giberelinas (McCRINDLE & OVERTON, 1969). O
prefixo ent & utilizado para reverter a designagdo
estereoquimica em todos os centros de rotagdo da molécula,
portanto a nomenclatura sistemidtica se baseia no ent-caurano
(IV) e no ent-giberelano (V) uma vez Qque OS precursores
caurendides e as GAs apresentam estereoquimica absoluta
enantiomérica ao caurano e ao giberelano.

De acordo com a nomenclatura sistematica (ROWE,
1968) o steviol (VI) & um &cido (4 alfa)-13-hidroxi-caur-16-
en-18 06ico; o isoesteviol (VII) é o (4 alfa, 8 Dbeta, 13
beta) -4cido-13-metil-16-0x0-17-morcauran-18-6ico; a GAgp € um
4cido ent-2 alfa- hidroxigiberl-16-ano,7,19,20 tidico.

Porém, a nomenclatura GAjp......... GA, (TAKAHASHI,
1968), pela sua simplicidade & a mais comumente empregada na
designagdo das giberelinas. Os precursores das GAs, que se
relacionam com o caureno, podem ser designados por nomes
simples, como no caso da estrutura (VIII), denominada de 7
beta-hidroxicaurenolideo. Outros recebem nomes sisteméticos
ou semi-sistemdticos. Dessa . forma, a estrutura (IX) €& do
dcido ent-7 alfa-hidroxicaur-16en-19 dico, ou mais comumente,

acido ent-7 alfa hidroxicaurendico.



T \'9

ent-caurano (IV) ent-giberelano (V) Steviol (VI)

o

7 W H Y OH
COOH v
co-0
Isoesteviol (VII) 7 beta-~hidroxicaurenolideo (VIII)

\ H OH
\
COOH

acido ent-7- alfa-hidroxicaurenodico (IX)

Figura 2 - Estruturas de precursores de GAs e similares.



As giberelinas sdo substdncias de natureza iso-
prendides e pertencem a uma classe de compostos chamados di-
terpenos. Elas sdo caracterizadas por um esqueleto de carbono
comum (ent-giberelano), diferindo-se umas das outras na
posigdo e no nimero de grupos funcionais. Elas podem ser
divididas em duas familias: uma série C-19 exemplificada pelo
dcido giberélico (I) e uma série C-20 exemplificada pela gi-
berelina Aj3 (II). As GAs da série C-20 apresentam o car-
bono 20 que pode estar sob a forma de CH3, -CH20H, -CHO

ou -COOH.

.
S
.

HO HO' x
Co,H COH
GA; (I) GA;5 (II)
Figura 3 - Estruturas do GA3 - Série C19 (I) e do GAl1l3 -

Série C20 (II).

1.3 - Blossintese de Giberelinas

As vias do metabolismo secund&rio usualmente ndo
funcionam continuamente durante o) ciclo de wvida do

microrganismo, mas tornam-se ativas sob baixas taxas de

10



crescimento. BORROW et al. (1961) identificaram trés fases
gerais na produgdo de muitos metabdlitos secundérios.

Na fase balanceada de crescimento a razdo de
captura e utilizagdo de nutrientes & méxima, e o fungo cresce
exponencialmente, sendo que metabdlitos secunddrios raramente
sdo produzidos nesta fase. T&do logo um nutriente seja
depletado para um ponto que se torna limitante, a razdo de
crescimento diminui e a fase de reserva tem inicio, sendo que
nesta fase a divisdo celular cessa, mas a massa seca pode
aumentar levemente devido ao acumulagdo de produtos de
reserva, como lipidios e polissacarideos. £ nesta fase que a
produgdo de metabdlitos secundarios comega. Eventualmente o
fungo entra na fase de manutengdo quando a massa micelial
torna-se constante, a produgdo de metabdlitos secundérios
abaixa e a autélise celular tem inicio. Em um esquema modi-
ficado de BORROW et al. (1961), BOLOCK (1965)1 tem proposto o
termo "Tropofase" para o periodo de crescimento exponencial e
"Idiofase" para o periodo de crescimento limitado e produgdo

de metabdlitos secundirios em Gibberella fujikuroi.

1.3.1 - Formagdo do ent-caureno

A via biossintética das giberelinas podem ser
divididas em trés etapas. A primeira consiste em uma

seqiiéncia de reagdes partindo do mevalonato e tendo como

11



produto o ent-caureno, diterpeno tetraciclico (Figura 4).
As enzimas que atuam nessa fase sdo soldveis e

requerem ATP, Mnt+ e Mg*+ como cofatores (COOLBAUGH, 1983).

CHy , CH,C00"
/c\

/ HO  CHaCHy0H
ATP
mevalonato

cgfslcnzcoo ATP C‘I:(a/CHICOO’

ATP &
no/c\ CH, CH,0P o’c\ H,0PP v K \(,
H H ‘
Lk CHaCH, co, oPP oPP

mevalonato mevalonato ad- isopentenil 3,3-dimetitatit
-S5-fosfato -$-pirofosfasto -pirofosfato -pirofosfalo

‘ oPP 1
I PP
O .—— sns——— XN PP

geraniigeranilt -piro fosfale farnesil-pirolosiato geranil-pirofosiato

\

Y, l PP
g
\ H

\
copalil-pirofosiate enlt-caureno

Figura 4 - Via biossintética do mevalonato ao ent-caureno.

Os anéis A e B do ent-caureno sdo formados por
uma ciclizagdo prdéton inicializada do GGPP para dar o CPP
(RUZICKA, 1953); enquanto os anéis C e D s&do resultantes da

perda do pirofosfato, pelo CPP, seguida pelo rearranjo do ion
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carbdnio resultante e a perda do H* do carbono 17 para
produzir o ent-caureno (HANSON & WHITE, 1969; EVANS & HANSON,
1972) .

As seguintes substdncias AMO 1618 (I), o Fosfon D
(IT) e o ccC (111I) (figura 5), sdo inibidores da via
biossintética tanto em fungos quanto em plantas, atuam a
nivel de caureno sintetase impedindo que o geranil-geranil
pirofosfato seja transformado, via copalil pirofosfato, em

ent -caureno (COOLBAUGH, 1983).

CH3
O (|IH3
< N-——-—-!! N-—@—“CH:"UG
CH
CHy——CHy——CH3 3
AMO-1618
C4qHo
| e
c CHp— P@——C4H9 «Cl
CaHg
c
Phoston-D
CHj
€] —
Cl ——CHy——CHy —— N O__ CligeC
CHzy
cce
Figura 5 - Estruturas quimicas de trés inibidores de

crescimento, AMO-1618 (cloreto de 2~ -isopropil-4-
(tri-metilaménio) -5 -metilfenilpiperidina-1-
carboxi- lato) (I), Fosfon-D (cloreto tributil-2-
,4-diclorobenzilamdnio) (II) e CCC (cloreto de 2-
cloroetiltrimetilamdénio) (III).
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1.3.2 - Formagdo do GAl2-aldeido a partir do caureno

A segunda etapa consiste em uma seqiéncia de
reag0es que levam & oxidagdo do grupo metil ( C-19 ) e &
contragdo do anel B de seis Atomos de carbono para cinco,
(HANSON & WHITE, 1969) produzindo um composto denominado
GAl2-aldeido. (Figura 6).

Nesta fase atuam uma série de oxidases ndo solG-
veis, unidas ao citocromo P 450, as quais necessitam de NADPH
e 0p. Todos os passos desta etapa podem ser inibidos pelo
ancimidol, um  potente inibidor do crescimento das

plantas (COOLBAUGH, 1983).

—-’Ctﬁy -—-»Q
H H
‘cHO

CH, OH
en? -caurenol ent - caurenal
h

\ H OH \ H
‘cooH ‘cooH

GAyy aldeido dclido ent -7« -hidroxi- dcldo ent-caurendico

* caurendico
. H
‘~v¢' GA
\" Coow *
COOH

Figura 6 - Transformagdo do ent-caureno em GAl2-aldeido.
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1.3.3 - via posterior ao GAl2-aldeido

A terceira etapa do metabolismo, que &
constituida pelos passos de reagdes que estdo apds a formagdo
do GAl12- aldeido, é mais complexa sendo diferente entre
plantas e fungos (Gibberella fujikurol) (BEARBER, 1983;

HEDDEN, 1983).

1.3.3.1 - Vvia posterior ao GAl2-aldeido em plantas

Utilizando-se sistemas livres de células
(Cucurbita maxima e Phaseolus vulgaris, entre outras) obteve-
se em esquema geral para as plantas estudadas, o qual pode
sofrer pequenas variagdes de espécie para espécie e até de
O6rgdo para 6rgdo em relagdo ao passo em que ocorre a 13 beta-
hidroxilagdo do intermedidrio metabdlico. Basicamente, como
pode ser observado pela figura-7, existem duas vias
principais a partir do GAl2-aldeido: uma que leva compostos
13, Dbeta-hidroxilados e outra cujos intermediarios néo
apresentam hidroxila em C-13. Independentemente da via
seguida, a GAl2-aldeido passa por uma série de etapas que sdo
comuns & duas vias: oxidagdo em C-7 originando um
dicarboxilo; oxidagdo em C-20 tendo como produto um
tricarboxilico ou lactonizagdo com a perda do C-20 na forma
de CO0,,. levando a GAs da série C-19. A via geralmente é
finalizada por uma reagdo de hidroxilagdo no C-2. Dentre as

reagOes citadas, duas devem ser destacadas: a primeira diz
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respeito a transformagdo de giberelinas C-20 em giberelinas
C-19, sendo que as giberelinas da série C-19 sdo bioativas,
de acordo com os bioensaios padrdao, enquanto que as
giberelinas da série C-20 tem a sua bioatividade dependente
da possibilidade de sua conversdo em giberelinas da série C-
19 no sitio em que foi aplicada (REEVE & CROZIER, 1974). A
segunda reagdo, a 2, Dbeta-hidroxilagdo, consiste num
mecanismo de controle da atividade giberélica, pela planta,
como pode ser visto na figura-7 em que a GA; ativa &

transformada em GAg inativa (PHINNEY, 1984).

~COOH “MCOOH SCOOH

Figura 7 - Biossintese de GAs depois de GAl2-aldeido em se-
mentes imaturas de Pisum sativum.
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1.3.4 - via posterior ao GAl2-aldeido
fujikurod
Os resultados sumariados na
fundamentadas em estudos realizados com
produtoras de GAs: ACC 917, GF;3 e REC 193

Bl-41a e R-9. O mutante R-9 esta bloqueado

em Gibberella

figura-8 estédo
diversas cepas
A e as mutantes

para a 13 beta-

hidroxilagdo (BEARDER et al., 1973) e assim ndo produz GA;

nem GA3, enquanto o blogqueio no Bl-4la estd entre o ent-

caurenal e o acido caurendico (BEARDER et al.,

GAg7 w CAze ™ GAgy

[/

GAg2.-GAyq
/ \G.“ G,
| N S
— QA (p-aldehyde /’ GA.q 32 GA,
/
/
r /
4
/
/
J GAq
/
GA /A/\‘\‘\GAO

GAz4—CA2s GAq0 CGAyp

1974) .

Figura 8 - Vias biossintéticas de GAs apds GAl2-aldeido es-
tabelecidas para Gibberella fujikuroi. Duas vias
principais originam-se do GAl2-aldeido: uma via
envolve a 3 betarhidroxilagdo do GAl2-aldeido a
GAl4-aldeido (via A). A outra via ndo apresenta a
etapa de 3 beta-hidroxilagdo (via B).
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Os estudos realizados com o mutante Bl-41a foram
de grande importancia para o estabelecimento das
transformagdes que ocorrem com o GAl2-aldeido, pois serviram
como base para estudos complementares e suplementares
utilizando outras cepas e outros métodos (EVANS & HANSON,
1975) .

Basicamente a partir do GAl2-aldeido (figura-8)
existem duas vias, sendo uma 3, beta-hidroxi (PITEL et al.,
1971) que vem como principal produto o GA3 e outra que conduz
a compostos ndo hidroxilados na posigdo 3. A via 3 beta-
hidroxi é a mais operante de forma que o GA3 & a substéncia
giberélica produzida em maior quantidade pelo fungo

Gibberella fujikurol (BEARDER, 1975).

1.4 - Metabolismo de Substratos Inespecificos

O metabolismo de substancias analogas as
Giberelinas ou a seus precursores & de grande interesse por
prover informacdes a respeito da especificidade enzima-
substrato, as quais podem ajudar a esclarecer como se
processa o controle metabdlico na via de biossintese de GAs;
e por prover métodos mais faceis para obtengdo de giberelinas
naturais e ainda para obtengdo de substéncias semelhantes as

giberelinas que tenham potencial bioldgico de interesse.
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1.4.1 - Metabolismo do steviol por cepas de Gibberella

fujikurod

O primeiro exemplo do metabolismo de um an&logo
de um precursor de GA foi descrito por RUDAT et al. (1965). O
[14c] steviol, andlogo 13 beta-hidroxilado do &cido ent-
caurendico foi demonstrado ser metabolizado a substancias
giberélicas por <cepas produtoras de GAs. BEARDER et al.
(1975) estudou o0 metabolismo do steviol em culturas
ressuspensas do mutante Bl-41la e estabeleceu as conversdes
mostradas na Figura-9, as quais sdo similares as conversdes

sofridas pelo &dcido ent-caurendico.

o [N oM ' ONc“
=CHs L R “=CHy R ": !
N ) l/ '™ e e O ( H‘ .
q g oM 7/- " -
? %&“ éal' |0lN

5 /|

toM

Figura 9 - Metabolismo do steviol por Gibberella fujikuroi
B;-4l1la, (BEARDER, 1975) .
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MURUFUSHI et al. (1982) estudaram o metabolismo
do steviol, utilizando cepas produtoras de GAs na presenga de
reguladores do crescimento de plantas (AMO 1618, CCC, Fosfon-
D ), e obteve resultados que estdo de acordo com aqueles

obtidos por BEARDER et al. (1975).

1.4.2 - Metabolismo do 1isoesteviol por cepas de Gibberella

fujikurod

BEARDER et al. (1976) demonstraram que O
isoesteviol, que pode ser obtido por rearranjo &cido -
catalisado dos anéis C/D do steviol (HANSON & WHITE, 1968)
ou por hidrdélise acida do steviosideo (MOSSETIG & NES, 1955)
é rapidamente metabolizado & subst8ncias com anéis c/D
rearranjados, andlogas as Giberelinas Aj7, Ajg, BAjp €
13, beta-hidroxi-GAl2-aldeido. Conclui-se portanto dque o
metabolismo do isoesteviol é semelhante ao metabolismo do
steviol e do prdéprio acido ent-caurendico, excetuando que nao
ocorre 3, beta-hidroxilag¢do, portanto, o rearranjo dos
anéis C/D bloqueia a etapa de 3, Dbeta-hidroxilagdo e
conseqientemente fica descartada a hipbtese de obter
giberelinas bioativas a partir do isoesteviol uma vez que a
presenca da hidroxila no carbono 3 é imprescindivel a da
expressdo da atividade fitormonal pelos compostos giberélicos

(REEVE & CROZIER, 1974).
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1.5 - Objetivos

Isolar cepas de Fusarium moniliforme que produzam
giberelinas, estudar o metabolismo do isoesteviol pelas
mesmas e a possivel atividade fitormonal do isoesteviol e dos

produtos do metabolismo do isoesteviol.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Materilais

2.1.1 - Microrganismos

Neste trabalho foram avaliadas 16 cepas de
Fusarium moniliforme, obtidas de diferentes hospedeiros
na regido de Maringd, que diferem principalmente quanto a
capacidade de produzirem o &cido giberélico. Uma das cepas
isoladas, obtida a partir de plantas de trigo infectadas,
denominada de "cepa UEM", mostrou-se capaz de produzir o
acido giberélico e por isso foi escolhida para realizagdo dos
experimentos com a finalidade de estudar os efeitos de
substratos inespecificos sobre as vias de biossintese do

0]

acido giberélico.

2.1.2 - Obtengdo do isoesteviol - Testes do grau de pureza

O isoesteviol foi obtido de acordo com MOSETING &

* NESS (1955), a partir de steviosideo puro fornecido pela Ingé
Stevia Industrial S.A. Portanto 10 g de steviosideo foram
dissolvidos em 250 ml da solugdo de &cido sulfirico a 10% e
colocadoe sob fervura com refluxo de 2 horas. O isoesteviol
insolivel foi entdo recolhido por filtragdo em Buchener e

recristalizado em etanol trés vezes até obtengdo de cristais



incolores com ponto de fusdo 229-234 ©OC (literatura 231-233
°c) e [ @ 1p = -79° (C= 0,5g% etanol) (literatura [ a ]p =

-79,30) . Foram obtidas cerca de 2 g de cristais puros.

2.1.3 - Reagentes

O &cido giberélico (GA3) utilizado como padrdo foi
adquirido da Merck. Todas as demais substdncias utilizadas

foram do mais alto grau de pureza disponivel.

2.1.4 - Sementes de arroz (Oryza sativa L) para biotestes

As sementes das variedades normais IRGA 410 e
IRGA 409 bem como as variedades ands Koshihikari, Sasanishiki

e Satononami foram obtidas junto ao IAPAR.

2.1.5 - Sementes de alface (Lactuca sativa) para biotestes

As sementes de alface utilizadas foram da va-
riedade Grand rapids de acordo com FRANKLAND & WAREING

(1960) e Hanson amerilcana.
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2.2.1 - Preparagdo dos meios de cultura para Fusarium

moniliforme

Os experimentos foram conduzidos tanto em meio
complexo (meio BD e BDA), como em meio sintético ICI
(GEISSMAN et al.,1966) desenvolvido especificamente para a

produgdo do acido giberélico.

2.2.1.1 - Meio de Cultura BDA (s8lido)

O meio de cultura BDA foi preparado conforme
RUDDAT et al. (1963) descascando-se 200 g de batatas que fo-
ram cozidas em 800 ml de &gua destilada. Apds filtragdo do
caldo de batata foram adicionados 18 g de égar-égar e 15 g
de dextrose. O volume foi completado para 1000 ml. Aqueceu-se
a mistura em banho-maria até a completa dissolugdo do agar e
em seguida o liquido foi distribuido em placas de Petri, que
foram autoclavadas a 120 ©C durante 20 minutos. Apéds
esfriar, o fungo foi inoculado com alga de platina e encubado
durante 7 dias a 30 ©C, a cultura estoque foi mantida em

geladeira a 4 ©cC.
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2.2.1.2 - Cultura em meio BD

a) Preparo da cultura-mde em meio BD (indculo) :

O meio de cultura BD foi preparado da mesma ma-
neira que o meio BDA, com excessdo da adigdo do agar-agar. O
in6éculo foi preparado em um frasco Erlenmayer de 2000 ml
contendo 500 ml do meio de cultura BD pela adigdo de discos

da cultura do isolado UEM em meio BDA.

2.2.1.3 - Cultura em meio sintético ICI

A produgdo de giberelinas e/ou biotransformagédo
de substratos inespecificos em meio de cultura sintético
(meio ICI) é normalmente um processo descontinuo; na primeira
etapa realiza-se o desenvolvimento do micélio em um meio com
disponibilidade de nitrogénio (meio ICI 10% N); na segunda
etapa o micélio é separado por filtragdo e ressuspenso em

meio sintético isento de nitrogénio (meio ICI 0% N) propicio

a procugdo de giberelinas.

a) Meio de cultura ICI com 10% de nitrogénio

O meio ICI 10 % de N continha 10 % de nitrato de

amdnio do meio original, tendo a seguinte composigdo: 80 g de
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glucose, 0,48 g de NH4NO3, 5,0 g de KH2PO4, 1,0 g de
MgS04.7H20 e 2 ml da solugdo A, contendo tragos de elementos,
sendo o volume completado para um litro com &gua destilada. A
solugdo A apresentou a seguinte composigdo: 0.1 g de FeS04,
0.015 g de CuSO4.5H20, 0.161 g de ZnsS04 . 7H20, 0.01 g de
MnSO4.7H20 e 0.01 g de (NH4) 6Mo7024.4H20 completando-se
o volume desta solugdo para 100 ml com &gua destilada.
Frascos Erlenmayers contendo 500 ml de meio ICI
10 % N foram inoculados e encubados em cdmara de temperatura
controlada (29+1 ©C) sobre uma mesa rotatdria a 100 rpm por
72 horas, apds este periodo o micélio foi separado por
filtragdo, em condig¢des assépticas e ressuspenso em meio ICI

0% N contendo ou ndo o isoesteviol.

b) Meio ICI isento de nitrogénio

Devido as exigéncias de oxigénio nesta etapa
(fase de produgdo) serem muito maiores que na anterior
(fase de desenvolvimento do micélio) os frascos foram encu-
bados sobre mesa rotatédria a 200 rpm e cultivados por um pe-
riodo de 400 horas. Durante o cultivo, aliquotas foram remo-
vidas para determinagdio dos par@metros metabdlicos (item

2.2.2).
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2.2.2 - peterminagdo dos parametros metabdlicos

2.2.2.1 - peterminagdo da massa micelial imida

A massa Umida foi determinada filtrando-se
aliquotas dos meios de cultura e removendo-se o excesso de
agua das hifas pressionando-se manualmente contra papel
absorvente e em seguida pesadas em balanga analitica. Os
filtrados foram wutilizados para a determinagdo dos demais

parametros.

2.2.2.2 - Determinagdo do teor de amido

A determinag¢do do teor de amido no meio de cul-
tura foi feita pelo método do iodo, conforme JONES & VARNER

(1967) .

2.2.2.3 - Teor de carboidratos totais

O teor de carboidratos totais foi determinado
pelo método do fenol-sulfirico como descrito por DUBOIS et

al. (1965).

2.2.2.4 - Teor de glucose

As dosagens de glucose foram feitas pelo método

da orto-toluidina conforme DUBOUVISKI (1962).
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2.2.2.5 - Teor de proteinas

0s niveis de proteinas soliveis foram determina-
dos pelo método do biureto tendo albumina bovina como padrédo

conforme GORNAL et al. (1962).

2.2.3 - Extragdo dos produtos metabdlicos

0 filtrado e lavado das culturas foram acidifi-
cados com HCl 1.0 N até um pH de 2,5. A solugdo assim ajus-
tada foi extraida com acetato de etila trés vezes. A fase
aquosa foi desprezada e a fase orgédnica foi concentrada até
secar (MADDOX & RICHERT, 1976). O residuo foi pesado e
redissolvido em etanol anidro. Os extratos assim elaborados
foram utilizados nos experimentos de determinagdo de

atividade giberélica e nas andlises cromatogréaficas.

2.2.4 - Determinag3o do efeito giberelinico

O efeito giberelinico foi determinado através de

bioensaios utilizando plantulas de alface e de arroz.

2.2.4.1 - Bioteste do arroz

O efeito giberelinico foi determinado qualita-

tivamente sobre pléntulas de arroz (AYTOUN et al., 1959)
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germinadas em tubos de ensaio dotadas de dispositivo feito de
pelicula de plastico de modo a formar uma c8mara Umida de
germinagdo dentro de um tubo de vidro e de maneira que a
pldntula se projetasse verticalmente para fora do tubo
permitindo medidas precisas do seu comprimento. A solugdo
agquosa contendo os compostos a serem testados fica depositada
no fundo do tubo e tem contato com a plantula por
capilaridade através de fitas de papel de filtro. Para
garantir a homogeneidade das plantulas testadas esse mesmo
tipo de ensaio foi realizado com a germinagdo prévia das
sementes de arroz em placas de Petri forradas com papel de

filtro umedecidos com &gua.

2.2.4.2 - Bioteste do hipocdtilo do alface

O efeito giberelinico foi determinado qualitati-
vamente sobre pléntulas de alface da variedade Grand rapids
(FRANKLAND & WAREING, 1960). As sementes foram germinadas em
estufa com temperatura controlada (25%+1 Oc), dentro de
placas de Petri forradas com papel filtro umedecidos com
4gua, sendo as placas embrulhadas em papel opaco. Apds 24
horas de cultivo na auséncia de luz, as sementes germinadas
eram selecionadas e separadas em grupos de cinco pléntulas,
sendo que cada grupo era transferido para um copo pléstico
forrado.com papel filtro umedecido com &gua. A cada coOpo um
volume de 2 ml da solugdo a ser testada era adicionada, e os

mesmos foram encubados em estufa com temperatura controlada
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(2541 ©C) por 48 horas. As medigdes do comprimento do
hipocétilo foram realizadas sobre uma placa de vidro, na qual
as plantulas eram colocadas em posigdo correta com a ajuda

de um pincel.

2.2.5 - Andlises cromatograficas

Os padrdes e extratos foram analisados
qualitativamente na variagdo de sua composigdo com relagdo ao
consumo e/ou procugdo de giberelinas do meio de cultura
através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e

cromatografia em camada delgada (TLC).

2.2.5.1 - Andlises do isoesteviol (HPLC)

Na determinac3o do isoesteviol através de croma-
tografia liquida de alta resolugdo (ALVAREZ & KUSOMOTO, 1986)
foi utilizada uma Coluna Licrosorb - RP. - 18 (ODS) com
particulas de 10 um tendo como solvente a mistura
metanol:4gua (65:35) com fluxo de 1,5 ml/min e pressdo de
150 atm. A leitura foi feita com detector de ultravioleta no
comprimento de onda de 210 ym. O cromatdgrafo foi o modelo

CG-420.
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2.2.5.2 - Andlise do &cido giberélico (HPLC)

Na determinagdo do &acido giberélico através de
cromatografia liquida de alta resolugdo (- LIN & HEFTMANN,
1981) foi utilizada uma Coluna Licrosorb Si 60 com particulas
de 10 um tendo como sistema de solvente a mistura n-hexa-
no:etanol:4cido acético (93:7:005) com fluxo de 1 ml/min e
pressdo de 100 atm, a leitura foi feita no detector de
ultravioleta no comprimento de onda de 207 ym. O cromatdgrafo

foi o modelo CG-420.

2.2.5.3 - Cromatografia em camada delgada (TLC)

A cromatografia em camada delgada para as gibe-
relinas foi realizada em placas de Silica Gel G-60 com 0,5 mm
de espessura em base de aluminio. O sistema de solventes foi
de acetato de etila:clorofdérmio:dcido acético (15:5:1). Os
cromatogramas foram revelados pela carbonizagdo em chapa
quente apds pulverizagdo da mistura de &cido sulfid-

rico:metanol a 5,0 % (CAVELL et al., 1967).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - padrdo de Isoesteviol - Caracterizagdo cromatogréfica

3.1.1. Em HPLC

0 isoesteviol purificado, utilizado nos
experimentos foi obtido por hidrdlise &dcida do steviosideo e
apresentou o perfil cromatografico mostrado na figura-10
quando analisado em HPLC conforme ALVAREZ & KUSUMOTO (1987).
O isoesteviol apresentou um tempo de retengdo de 7,2 minutos
em seu pico principal. Os demais picos observados
provavelmente sio resultantes de derivados salinos parciais
do isoesteviol, pois no eluente utilizado no sistema esté

contido 5 mMolar de NaOH para ajuste de pH 9,0.

3.1.2 - Em GLC

A pureza do isoesteviol, caracterizada pelo pico

distinto do cromatograma foi.confirmado por andlises em GLC

do seu derivado sililado conforme & mostrado na figura-11.



Figura 10-

.
-t
L]

.o
D)
L]

~e e
——n

Palhaliid alng
P A

(.
o
i

M}

Cromatograma em HPLC do isoesteviol padrao. O
cromatograma foi feito com uma coluna Lichrosorb
RP-18 (um) de 25x%x0,4 cm como fase fixa e
metanol: NaOH 0.005 M £55:35) como fase mével, A

temperatura de 29 ! 2%,
detecgcao ao UV a 210 nm.
concentracao de 0,5 mg/ml.

pressdo de 100 atm e
Isoesteviol padrao na
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Figura 12~ Perfil cromatrogrédfico em HPLC do &cido gibe-
rélico padrao. O cromatograma foi feito com uma
coluna Licrosorb S$i=60 (1¢ um) como fase fixa e
uma mistura de n-hexano:etanol:acido acético na
proporcac de 97:7:0.05 como fase mével, A
temperatura de 29 * 2°C, pressdo de 150 atm e
deteccao ao UV a 207 nm. O A&Acido giberélico

padrao estava na concentracao de 0,5 mg/ml.
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GA3

v

Figura 13- Cromatograria em camada delgada do acido giberé-

lico padrao. Uma cromatoiolha de Silica Gel com
espessurz de 0,25 nm foli utilizada para o
cromatograma. O solvente foi uma mistura de
acetato de etila:clorotormiotdcido acético na
proporc¢ac de 15:%:1.  Apos a corrida (o]

cromatograma foi revelado com acido sulfurico a
T 1UY em oetancl.
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3.2 - pPadrdo de GA3 - Caracterizagdo cromatogréfica

3.2.1 - Em HPLC

O &cido giberélico (GA3), principal componente
estudado nos meios de cultura, foi analisado por HPLC
conforme o perfil cromatogrdfico apresentado na figura-12. A
GA3 teve um tempo de retengdo prolongado de 23 minutos

apresentando um pico dGnico.

3.2.2 - Em TLC

A figura-13 mostra o cromatograma em TLC da GAj
padrdo onde o Rf da mancha Gnica é& de 0,49.

Ficou, portanto caracterizado que tanto o
isoesteviol quanto a GA3 obtidos, apresentam um grau de
pureza satisfatbérios para servirem de padrdo cromatogréafico

no monitoramento dos experimentos que se seguem.

3.3 - Biotestes para determinagfio do efeito giberélico

3.3.1 - padronizag3o do Bioteste com plédntulas de Arroz

O ritmo de crescimento de pldntulas de arroz tem

sido usado para monitoramento qualitativo e quantitativo da

pesquisa de fitormdnios giberélicos, os quais, em
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concentragdes adequadas, estimulam o alongamento 1linear

vertical das plantulas, servindo como parédmetro de aferimento

do efeito giberélico (BAILISS & HILL, 1971).

Os experimentos com plantulas de arroz, conforme
descrito em Material e Métodos, com o objetivo de se obter a
faixa de concentragdo em que o &cido giberélico estimula o

crescimento, foram realizados nas concentragdes de 0,5 a 20
ug/ml.

257 . e CONTROLE

a—a 0.3 ug/mi
»—8 1.0 ug/m!
20 - o—o0 8.0 ug/ml
v—uv 10.0ug9/ml
v—v 15.0 pg/mi

15+ ©—0 20.0 pg/mi

i

10-

)}

\

COMPRIMENTO DA PLANTULA (em)

e

0 50 120 180 240 300 360

TEMPO (HORAS)

Figura 14- Medida do comprimento de plantulas de arroz da
variedade IRGA 410 tratadas com &gua destilada
(controle) ( ®—e ) e acido giberélico nas con-
centracoes de: 0,5 ug/ml ( 4—a), 1,0 ug/ml
(w—m=), 5 ug/ml ( o—o0 ), 10 ug/ml (v—v),
15 ug/ml (wev ) € 20 ug/ml (o0—o).

Observa-se pelo experimento demonstrado na
figura-14, que o &cido giberélico na faixa de 0,5 a 10 ug/ml
estimulou o crescimento de pléntulas de arroz da variedade

IRGA 410 e, que a melhor resposta foi obtida pelo GA3 na
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concentragdo de 5,0 ug/ml. Nas concentragdes de 15 e 20 ug/ml
o efeito hormonal ndo pdde ser detectado. AYTOUN et al.
(1959) wutilizando a variedade de arroz Rossi precoce
demonstraram o efeito hormonal da GA3 na faixa de 0,1 a 10
ug/ml; portanto a sensibilidade do bioteste do arroz depende
da variedade de arroz empregada. Variedades de arroz ando
podem acusar a presenga do GA3 na concentragdo de 10-4 uMm
(CROZIER et al., 1970).

Conclui-se, portanto, que o bioteste do arroz
realizado sob as condigdes experimentais descritas no item
2.2.4 pode ser empregado para detectar a presenga da GA3 nos
extratos obtidos de culturas de Fusarium moniliforme que
produzem o &cido giberélico, desde que as amostras testadas

apresentem a GA3 na faixa de 0,5 a 10 ug/ml.

3.3.2 - Padronizag@o do bioteste com hipocétilo de alface

Da mesma forma que as plélntulas de arroz, o ritmo
de crescimento do hipocétilo de alface serve como pardmetro
de monitoramento do efeito giberélico sobre as plantas. Este
bioteste complementa o bioteste do arroz, como sendo uma
contraprova do efeito giberélico em outra espécie vegetal
(BAILISS & HILL, 1971).

O &cido giberélico padrdo foi testado quanto a
sua capacidade de estimular o crescimento do hipocétilo do

alface através do bioensaio do alface (FRANKLAND & WAREING,
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1960), de acordo com o descrito em Material e Métodos.
Observa-se pelo Quadro-I que o &cido giberélico estimulou o
crescimento em todas as concentragdes testadas, pois o
comprimento do hipocétilo das pléantulas tratadas com GA3 (em
todas as concentragdes) & significativamente maior ao nivel
de 5%, pelo teste de Tukey, em todas as concentragdes em
relagdo ao comprimento do hipocdétilo das plantulas ndo
tratadas. O comprimento do hipocdétilo de pléntulas tratadas
nas varias concentrag¢des ndo diferem significativamente entre
si. Os valores mostrados no Quadro-I estdo de acordo com os
resultados obtidos por BRIAN et al. (1964) que utilizando
plantas da variedade Grand rapids obtiveram o comprimento
médio de 4,3 mm para o hipocdétilo das plantulas ndo tratadas
e valores de 8 a 12 mm para hipocdétilo das pléntulas tratadas

com acido giberélico.

Quadro-I - Efeito do &cido giberélico padrd@o na faixa de 0,5
a 20 ug/ml sobre o comprimento do hipocétilo de
pldntulas de alface da variedade Grand rapids
germinadas na auséncia de luz.

Concentragdo de GA3 (ug/ml)

Controle | 0,5 1,0 2,5 5,0 10,0 20,0

ch (mm) * * 4,5ax* 9,1b |8,5b | 8,6b| 9,4b] 9,5b| 9,0b

* Os nimeros seguidos da mesma letra ndo diferem significa-
tivamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
** Comprimento do Hipocdétilo (ch em mm) .

De acordo com os resultados, obtidos sob nossas
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condigdes experimentais, verifica-se que o bioensaio do al-
face se constitui num recurso qualitativo para a determinagéo
do efeito giberélico mais rapido e mais abrangente que o
bioensaio do arroz, uma vez que no bioensaio do alface todas
as plantulas tratadas com GA3 na faixa de concentragdo de 0,5
a 20 ug/ml apresentam o comprimento do hipocétilo signi-
ficativamente maior ao nivel de 5% pelo teste de Tukey, que o
comprimento do hipocétilo das plédntulas do controle num
periodo de 48 horas, enquanto que no bioensaio do arroz as
pléntulas foram cultivadas por um periodo de 15 dias e as
pldntulas tratadas nas concentra¢gdes de 15 e 20 ug/ml ndo
apresentaram comprimento significativamente maior, ao nivel

de 5%, em relagdo ao controle.

3.4 - Caracterizagdo metabb6lica do isolado UEM

3.4.1 - Influéncia do In6culo no Crescimento Micelial

A cultura de Fusarium moniliforme, isolado a
partir de plantas de trigo infectadas da regido de Maringé
foi denominada de isolado UEM.

A cultura do isolado UEM em meio BD (meio
liquido) obtida a partir de cultura em meio BDA (meio s6-
lido), serviu de inéculo em todos os experimentos e foi de-
nominada de "cultura mde".

Com a finalidade de avaliar-se a influéncia do
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indéculo no desenvolvimento micelial, frascos Erlenmayers
contendo 1.200 ml de meio BD foram inoculados com diferentes
volumes da "cultura-mde", obtendo-se cultivos com indculos
nas seguintes diluig¢gdes: 1:20, 1:100, 1:200, 1:1000.

Os frascos com diferentes diluig¢des foram incu-
bados sob agitagdo (150 rpm) em camara de temperatura con-
trolada (29 * 1 ©C) por um periodo de 250 horas, sendo gque
periodicamente foram coletadas aliquotas (20 ml) de suspensdo
de hifas de cada Erlenmayer para determinagdo da massa Umida.

As curvas de crescimento do fungo (isolado UEM)
obtidas de cultivos com diferentes dilui¢des do inbculo (fig.
15 e 16), demonstram claramente que na cultura com diluigdo
1:1000 a massa micelial méxima & atingida em 100 horas de
cultivo, enquanto que nas culturas com diluigOes 1:20, 1:100
e 1:200 a massa micelial midxima é atingida em torno de 60
horas de cultivo. Todos os cultivos estabilizaram-se com
massa micelial Gmida em torno de 0.8 g% entre 60 e 100 horas.
Desta forma, a concentragdo do indéculo ndo exerceu influéncia
no valor da massa micelial médxima atingida pela cultura do
isolado UEM em meio BD.

A fase balanceada foi definida por BORROW et al. (1961) como
o periodo no qual o fungo cresce exponencialmente em presenga
de todos os nutrientes, sendo que giberelinas raramente s&o
produzidas nessa fase. O término da fase balanceada &
indicada pela desacelerag¢do na velocidade de crescimento.
Desta forma, a figura-17 mostra que a velocidade méxima de

crescimento do cultivo com diluigao do indculo
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DILVICAOQ DO INOCULO 1:20
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Figura 15- Curvas de crescimento do isolado UEM em meio BD
sob agitacao de 150 rpm em '‘shake'' de bandeja
reciplocante e com temperatura controlada (29 =
1 ©C). curva com inoculo na diluigao de 1:20 (I)
e curva de crescimento com indéculo na diluigéao
de 1:100 (II).
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Figura 16- Curvas de crescimente dac 1solado UEM em meio BD
sob agitacao de 150 rpm em '‘'shake'' de bandeja
reciplocante ¢ com temperatura controlada (29
1°c;. curva de crescimento com indculo na
diluicao de 1:200 (I) e curva de crescimento com
inoculo na diluig¢ao de 1:1000 (II).
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1:1000 foi 0,11 g/hora, sendo atingida apds 43 horas de
cultivo, enquanto que nas demais diluigdes (1:20, 1:100 e
1:200) a velocidade mdxima de crescimento foi de 0,13 g/hora,
sendo atingida em apenas 25 horas. A queda na velocidade de
crescimento que se inicia entre 25 e 43 horas de cultivo,
conforme concentragdo de indculo wutilizada, pode ser um
indicio do término da fase balanceada em consequéncia da
exaustdo de algum nutriente do meio, o que pode fazer com que
o isolado UEM inicie a produgdo de metabdlitos secundérios

entre 25 e 43 horas de cultivo, dependendo da quantidade de

indculo utilizado.

0.150 - 0——0 [noculo 1:20
A——A Inoculo 1:100
A——a [noculo 1:200

i~ . ®——eo Inoculo 1:1000
> N
< 0.100- 2
._o ®
S 0.0804 ,——————iéfﬂést
- :ESR'
> 'a
o
/
0.000 e T r v v —
0 S0 100 150 200 250

Tempo de Cultivo (horas)

Figura 17- Curvas demonstrando a velocidade de crescimento
dos cultivos do isolado UEM em meio BD estando o
diferentes diluigodes: 1:20 (o—o0),

inoculou em
(s—a) e 1:1000 (e—e).

1:100 (a—a), 1:200
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Com a finalidade de avaliar-se a disponibilidade
de nutrientes no cultivo, realizou-se o experimento descrito
adiante em que os teores de glucose, carboidratos totais e

proteinas soliveis no meio de cultura foram determinados.

3.4.2 - Cultivo do 1isolado UEM em meio BD - Par@metros

metabdlicos

O isolado UEM foi cultivado em meio BD por 360
horas e teve o0s seus principais parametros metabdlicos
determinados. A massa micelial cresceu exponencialmente até
28 horas de cultivo, apds este periodo a razdo de crescimento
diminuiu até se tornar praticamente constante. A mudanga de
coloragdo do meio de cultura, de bege para rosado
caracteristico, coincidiu com o decréscimo da razdo de
crescimento do fungo, em torno de 36 horas de cultivo; de
acordo com BORROW et al. (1961), isto significa que o
nitrogénio se tornou um nutriente limitante da razdo de
crescimento, o que provoca um desvio no metabolismo do
microrganismo, passando a funcionar de forma mais intensa o
metabolismo secundadrio, que leva a produgdo de bikaverinas e
giberelinas. Pela figura 18 observa-se que entre 30 e 40
horas ocorreu um decréscimo acentuado dos niveis de proteinas
soliiveis do meio de cultura, como no meio BD o nitrogénio é

obtido a partir de proteinas celulares, podemos inferir que o
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nitrogénio se tornou limitante nesse periodo, o que de acordo

com as observagdes de BORROW et al. (1961).

2,000 -1.200
2.500 1000 B
[ L)
2000y 8\N\ o o L 0.800 &
~ [ ] Oo \o.ﬁ"'a/o \\0 o/o -
o 1.500- - L0.600 <
o o S
1.000- L 0.400 3

[ ]
0.500{ ;f Yy \,. 0,200 g
N .':::><224_5_—-—-—"~—A"'A'
0.00DL — — - 0.000

0 S0 100 150 200 250 300 350 400

Figura 18- Determinagdoc dos parametros metabdlicos do cul-
tivo do isolado UEM em meio BD. Curva de
crescimento - massa micelial umida em g%
( e—o ), proteilnas soluveis em g% ( a—as),
carpoidratos totals em gt ( e—e ) e glucose em
g% (c—o0).

P4

No meio BD a fonte de carbono & constituida por
amido da batata e por glucose, de forma que, para acompanhar
o consumo de carboidratos pelo fungo, aliquotas do meio de
cultura foram removidas periodicamente e tiveram os teores
de glucose e carboidratos totais determinados. O amido foi

também monitorizado neste experimento.
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glucose tornou-se limitante apds
enquanto que o amido

aproximadamente 200 horas de cultivo.

Observa-se pelo experimento da figura-18 que a

100

(figura-19)

horas de cultivo,
pode ser detectado até

Se o0 nitrogénio é

exaurido entre 30 e 50 horas e a fonte de carbono perdura até

200 horas de cultivo,

favoraveis para

al., 1961)

extraido de acordo com a técnica descrita no item 2.2.3.

Absorbancla

Figura 19-

Apbds 360 horas o cultivo foi
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meio BD.
620 nm.
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3.4.3 - Determinag@io da presenga de Gaj no meio de cultura

3.4.3.1 - Em TLC

solugdes alcodlicas do &cido giberélico padrdo e
dos extratos da cultura do isolado UEM apds 120, 210 e 360
horas de cultivo na concentragdo de 1 mg/ml foram croma-
tografadas em placas de silica, com a aplicagdo de 10 ul da
solugdo do &cido giberélico e 40 ul das solugdes dos demais
extratos (extratos apds 120, 210 e 360 horas) .0 sistema foi o
mesmo utilizado no experimento padrdo da figura-13 (vide item
3.2.2).

Como se observa no Quadro-II, todos os extratos
apresentam mancha cromatografica com Rf correspondente ao
dcido giberélico (GAj).

A placa ainda quente foi observada sob luz
ultravioleta, sendo constatada a emissdo de fluorescéncia
azulada na mancha cromatografica corresponde ao GA3 padrdo
(RF = 0,49) e em todas as manchas com o mesmo Rf do &cido
giberélico nos extratos das culturas. No sistema de solventes
adotado, o A&cido giberélico (GA3) ndo é separado da GA;
(CAVELL et al., 1967) e ambas apresentam fluorescéncia
azulada quando observadas sob luz ultravioleta (MACMILLAN &
SUTER, 1963); e como a GA; também & uma giberelina produzida
por cepas produtoras de &cido giberélico, n8o é possivel
afirmar, com base neste experimento, se a mancha

cromatogrdfica nos extratos com RF = 0,49 s8o correspondentes
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a GA3 ou a GA;; provavelmente seja correspondente a uma

mistura das duas substlncias.

Rf das manchas
Substancia I I1 III Iv \'
GA; 0.49
Ext. Cultura 120 horas |0.49 0.60 0.64 0.77 0.84
Ext. Cultura 210 horas [0.49 0.61 0.64 0.78 0.84
Ext. Cultura 360 horas |0.49 0.61 0.64 0.76 0.85
Quadro-II- Cromatografia em camada delgada do acido

giberélico padrdo e dos extratos do cultivo do
“isolado UEM™~ apbés 120, 210 e 360 horas de
cultivo. O sistema & o mesmo da figura-13.

3.4.3.2 - Em HPLC

Como pdde ser observado pelo item anterior, o
extrato do isolado UEM cultivado em meio BD apresenta mancha
cromatogrédfica com o mesmo Rf do acido giberélico padrdo. Com
a finalidade de confirmar a presenga do &cido giberélico no
extrato, o mesmo foi analisado também em cromatografia
liquida de alta resolugéo.

O &4cido giberélico padrdo como pode ser observado
na figura 20 apresenta um pico com um tempo de retengdo igual
a 22,95 minutos. No cromatograma do extrato do isolado UEM,
figura-éo, também se observa um pico de igual tempo de

retencdo, o que confirma os dados obtidos em TLC. No cromato
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Figura 20~ Perfil cromatografico em HPLC do extrato do
cultivo do isolado UEM em meio BD (I). Perfil
cromatografcio do &cido giberélico padrdo (II).
O sistema utilizado foi o mesmo da figura-12.
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grama da figura 20 observa-se também um pico éom tempo de
retengdo igual a 20,075, que de acordo com a literatura
(LIN & HEFTMANN, 1981) deve ser correspondente ao GAj;
portanto, a mancha cromatogrdfica com RF = 0,49 determinada
no extrato no item anterior, seria mesmo correspondente a uma
mistura de GA3 com a GA;. Os outros picos provavelmente

correspondem a substlncias precursoras do a&cido giberélico.

3.4.4 - Bioteste do arroz com extratos da cultura do isolado

UEM

Os resultados das andlises cromatograficas no
item 3.4.3, demonstram que o extrato do isolado UEM, obtido
apds 360 horas de cultivo & constituido por uma mistura de
substancias, entre as quais se encontram provavelmente os
dcidos giberélicos GA3 e GA;. Tendo em vista estes resulta-
dos, testamos o extrato na concentragdo de 5,0 ug/ml, como
ficou estabelecido no item 3.3, e também nas concentragdes de
20 e 50 ug/ml, uma vez gque provavelmente o extrato seja
constituido de uma mistura de GAs (vide figura-20 e Quadro-
II) as quais podem apresentar poténcia diferenciada em
relagdo & capacidade de estimular o crescimento de pléntulas
de arroz (CROZIER et al., 1970). Observou-se (figura-21) que
o extrato do isolado UEM promoveu o alongamento de pléantulas
de arroz em todas as concentragdes testadas (5,0, 20 e 50
ug/ml), estes resultados confirmam a presenga de giberelinas

ativas no extrato do isolado UEM cultivado em meio BD.
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O——0 omosiro 80 ug/mi ./.

28 e——o amosira 20 ug/mi J/ /

4 a—a omosira 3.0 ug/m .
A—A oontrols

0-—0 ;&3 padrao 8.0 ug/ml
20+

15-

COMPRIMENTO DA PLANTULA (em)

© 50 100 150 200 250 300 350 400
TEMPO (HWS)

Figura 21- Eteito dc extrato da cultura do isolado UEM apos
360 horas de cultivo sobre o comprimento de
plantulas de arroz: extrato na concentragdao de
5,0 ug/ml (a—a), extrato na concentragio de
20 ug/ml - (e—e), extrato na concentracao de
50 ug/ml (o—o0), controle-tratamento com &gua
destilada (a——as) e tratamento com GA; padrao na
concentracao de 5,0 ug/ml (o—o).

3.4.5 - Bioteste do hipocdtilo do alface com extratos da

cultura do isolado UEM

solugdes preparadas a partir do extrato do
"isolado UEM" apds 360 horas de cultivo nas concentra¢gdes de
5,0, 20,0 e 50,0 ug/ml foram bioensaiadas de acordo com o
descrito no item 2.2.4. Observou-se que todas as Solugdes
testadas foram ~hdbeis em  estimular o crescimento do
hipocétilo do alface (Quadro-III), pois o comprimento do

hipocétilo das pléntulas tratadas com Solugdes do extrato do
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isolado UEM é significativamente maior ao nivel de 5%, pelo
teste de Tukey, em todas as concentra¢des (5,0, 20,0 e 50,0
ug/ml) em relagdo ao comprimento do hipocétilo das pléntulas
do controle e das plantulas tratadas com GA3 padrdo. Isto
pode significar que o extrato contenha alguma giberelina que
induz uma resposta melhor que o GA3 no bioensaio do

hipocétilo do alface.

Quadro-III - Efeito do extrato da cultura do isolado UEM apds
360 horas de cultivo sobre o comprimento do
hipocbétilo de plantulas de alface da variedade
Grand rapids germinadas na auséncia de luz (as
medidas foram efetuadas apds 48 horas de
tratamento) .

Tratamento ug/ml

Amostra |Amostra | Amostra Controle | GA3 Padraéao

5,0 20,0 50,0 H,O dest. 5,0

ch(mm) ** | 14,2 Db¥* 13,0 b 14,7 b 4,5a 9,0 c

* Os nlimeros seguidos de mesma letra ndo diferem signifi-
cativamente ao nivel de 5%.

** Comprimento do hipocétilo das pléntulas de alface apds 48
horas de tratamento.

Esta giberelina poderia ser a GAj, uma vez que a
GA; €& um dos intermedidrios da via de biossintese do &cido
giberélico em cultura de Fusarium moniliforme (PITEL et
al.,1971) e de acordo com CROZIER et al. (1970) é mais
potente que o GA3 em relagdo a resposta induzida no bioensaio

do hipocdtilo do alface e apresenta poténcia equivalente ao

GA3 no bioensaio do arroz. O comprimento do hipocétilo de
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plantulas tratadas nas véarias concentragdes ndo diferem
significativamente entre si.

Os resultados dos bioensaios (plédntulas de arroz
e hipocétilo de alface), confirmam os resultados das andlises
cromatograficas, itens 3.4.3, portanto o isolado UEM produz
giberelinas em meio de cultura BD quando cultivado sob as

condigdes experimentais descritas.

3.5 - Influéncia do isoesteviol como substrato inespecifico

sobre pardmetros metabdlicos do isolado UEM

3.5.1 - Cultivo do isolado UEM em presen¢a de isoesteviol

Ficou demonstrado pelos experimentos descritos,
que o isolado UEM produz &cido giberélico quando cultivado em
meio BD sob as condi¢Oes descritas.

De acordo com a literatura (GIANFAGNA et al.,
1982; BEARDER et al., 1974; BAKKER et al., 1974; DIAZ et al.,
1984; FRAGA et al., 1987) o sistema enzimdtico que atua na
via para a produgdo de giberelinas apresenta Dbaixa
especificidade, sendo capaz de metabolizar substdncias
semelhantes aos precursores caurendides das giberelinas em
substincias semelhantes as giberelinas.

Com a finalidade de verificar se o isolado UEM
metaboliza o isoesteviol, o isolado foi cultivado na presenga

de isoesteviol na concentragdo de 1,0 mg/ml. Seis frascos
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Erlenmayers de 2000 ml contendo 240 ml de meio BD foram
utilizados nesse primeiro experimento visando estudar o
metabolismo do isoesteviol pelo isolado UEM. Em trés
frascos foram adicionados 8,3 ml de uma solugdo aquosa de
isoesteviol a 3% e aos frascos utilizados como controle
adicionou-se 10 ml de &gua destilada. Os meios foram auto-
clavados e apds esfriarem, cada frasco recebeu, sob condigdes
estéreis, 2,5 ml de um cultivo do isolado UEM em meio BD de
48 horas de idade. Os frascos foram incubados em cdmara com
mesa rotatdria de temperatura controlada (29 * 1 ©C), a 150
rpm, sendo que aligquotas de 20 ml foram coletadas
periodicamente para determinagdo do provavel consumo do

isoesteviol e produgdo de a&cido giberélico.

3.5.2 - Consumo do isoesteviol no cultivo do isolado UEM

Volumes de 10 ml do meio de cultivo do isolado
UEM, em presenga de isoesteviol no tempo 2zero, foram
extraidos com metanol e oS extratos obtidos foram
ressuspensos em &gua destilada para um volume final de 20 ml,
de tal forma a se obter uma solugdo de 0,5 mg/ml, con-
siderando-se que o isoesteviol estivesse dissolvido de forma
homogénea no meio de cultura e que a extragdo com metanol
tenha sido eficiente.

A figura-22 mostra o perfil cromatogr&fico do
isoesteviol no tempd zero de cultivo, como seria de se

esperar, este perfil & similar ao do padrdo do isoesteviol
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Figura 22- Cromatograma em HPLC do extrato da cultura do
isolado UEM em presenca de isoesteviol na
concentregcdo de 1 mg/ml. O cromatograma foi
feito com uma coluna Lichrosorb RP-18 (um) de
25%0,4 cm como fase fixa e metanol:NaOH 0.005 M
(65:35) como fase mdével, & temperatura de 29 x
29Cc, pressiao de 100 atm e detecgao ao UV a 210
nm. A amostra analisada foi um extrato da
cultura obtido no/ tempo zero. O extrato
referente a 10 ml de cultivo teve' o seu volume
completado para 20 ml.
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Cromatograma em HPLC do extrato da ‘cultura do
isolado UEM cultivado em meio BD na auséncia de
isoesteviol (controle) obtido no tempo zero. O
cromatograma foi feito com uma coluna Lichrosorb
RP-18 (um) de 25%0,4 cm como fase fi-xa e
metanol:NaOH 0.005 M (65:35) como fase mnével, a
temperatura de 29 % 2°C, pressido de 100 atm e
detec¢aoc ao UV a 210 nn.
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Figufa 24~ Cromatograma em HPLC do extrato da cultura Qo

isclado UEM em presenga de isoesteviol na
concentracao de 1 mng/ml. O cromatograma foi
feito com uma coluna Lichrosorb RP-18 (um) de
25%0,4 cm como fase fixa e metanol:NaOH 0.005 M
(65:35) como fase movel, a temperatura de 20 %
2°9C, pressao de 100 atm e detecgao ao UV a 210
nm. A amostra analisada foi um extrato obtido a
partir de 10 ml do cultivo, e ressuspenso em um
mesmo volume de metanol apés 43 horas de

cultivo.
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(figura-10). Embora ndo tenha sido possivel detectar o
isoesteviol num dGnico pico, como seria desejével, o consumo
do isoesteviol no meio de cultura BD pelo isolado UEM, pdde
ser acompanhado satisfatoriamente nessas condig¢les, uma vez
que no cromatograma obtido no extrato do controle (figura 23)
ndo se observou nenhuma substdncia com tempo de retengdo que
pudesse interferir na interpretagdo dos dados relativos ao
consumo do isoesteviol, obtidos nos cromatogramas mostrados
nas figuras 22 e 24.

Apds 43 horas de cultivo, uma aliquota de 10 ml
foi coletada, extraida e analisada de acordo com O

procedimento adotado para amostras analisadas no tempo zero.

3.000
ISOLADO UEM
5 2.500-
o
=
5 2.000 -
32 .
& 1.5001
8 \
% 1.000- .
c \.
o 0.500 1 \.
(&) \‘
—
0.000 v r v T *—
0 50 100 150 200 250

Tempo de Cultivo ( horas)

Figura 25- Curva demonstrando a cinética do metabolismo do
isoesteviol pelo isolado UEM cultivado em meio
BD. A concentragdo de isoesteviol foi determinada
através da andlise em HPLC nas mesmas condigdes

das figuras-22, 23 e 24.
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A curva apresentada na figura-25 demonstra que
mais de 66% do isoesteviol, foi metabolizado em apenas 43
horas de cultivo. Apdés 150 horas o isoesteviol ndo pode mais
ser detectado no meio de cultura, sendo que o consumo do
isoesteviol entre 50 e 150 horas foi bastante lento (figura-
25) em relagdo ao consumo do isoesteviol observado nas
primeiras 50 horas do cultivo.

De acordo com BEARDER et al. (1976) a cepa
mutante Bj-4la apresenta a mesma via para a biossintese de
GAs que opera na maioria das cepas de Fusarium moniliforme
que produzem o acido giberélico; com exceg¢do, que no mutante
B1-41a ndo ocorre a metabolizagdo do caurenol a &cido
caurendico. Com relagdo ao isoesteviol, se comparado aos
precursores caurendides das giberelinas, seria considerado um
andlogo do &cido caurendico. Dessa forma, & bem provavel que
as substdncias obtidas a partir do isoesteviol, por uma cepa
que tenha a capacidade de produzir o acido giberélico como é
o caso do isolado UEM, sejam similares as substadncias obtidas
a partir do isoesteviol pela cepa mutante Bj-4la. Os autores
acima referidos, utilizando a cepa mutante Bj-41a
demonstraram que o isoesteviol na concentragdo 0,2 mg/ml &
metabolizado em apenas 24 horas de cultivo a substéncias
correspondentes as giberelinas, porém com o sistema de anéis
C/D rearranjados (iso-GAjp7, 1i80-GAjo e 13-hidrdxi GA;3).
Assim sendo, & provdvel que essas subst8ncias estejam
presentes no extrato do cultivo do isolado UEM realizado na

presenca de isoesteviol na concentragdo de 1,0 mg/ml.
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Infelizmente as condigdes de anilise do
isoesteviol em HPLC ndo foram propicias para a determinagdo
da presenga do acido giberélico no meio de cultura. Também
ndo foi possivel detectar o aparecimento de nenhum outro pico
através deste sistema de andlise que por comparagdo com O
cromatograma do controle pudesse nos indicar a presenga de
produtos do metabolismo do isoesteviol.

Na tentativa, pois, de se determinar as variagdes
metabdlicas induzidas pelo isoesteviol outras técnicas

analiticas foram adotadas e sdo descritas a seguir.

3.5.3 - Analise em TLC dos extratos dos cultivos realizados

em presenga de isoesteviol

Para andlise em TLC, aliquotas de 10 ml do meio
de cultura foram coletadas em varias fases do cultivo do
isolado UEM. As aliquotas foram extraidas de acordo com a
técnica descrita no item 2.2.3. Os extratos foram entdo
analisados em cromatografia de camada delgada com a
finalidade de detectar a presenga do Aacido giberélico e/ou
dos produtos do metabolismo do isoesteviol. Os resultados
obtidos sdo mostrados no Quadro-IV. Observa-se nos extratos
do controle, substincias com comportamento cromatografico
diferente do comportamento das substé@ncias nos extratos do
cultivo .realizado em presenga de isoesteviol na concentragdo
de 1 mg/ml (3 mMolar). o extrato obtido a partir do

controle apdés 147 horas de cultivo apresentou mancha
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cromatografica (Rf=0,52) referente ao acido giberélico
padrdo (RF = 0.51), enquanto que nos extratos dos cultivos
realizados em presenga de isoesteviol nos tempos 147, 210 e
221 horas ndo foi detectada nenhuma mancha com Rf
correspondente ao &cido giberélico. A mancha cromatografica
com RF = 0.35 deve ser referente a um produto do metabolismo

do isoesteviol, uma vez que ndo foi detectada nos extratos do

controle.

Quadro-1IV

Rf das manchas

Substancias I II III IV v
GA3 padréao 0.51
Isoesteviol Padrédo 0.90
Ext. Cultura Controle 0.52 0.62 0.66 0.79 0.85
Ext. Cultura 0 horas 0.91
Ext. Cultura 147 horas 0.35 0.58 0.69 0.78 0.90
Ext. Cultura 210 horas 0.35 0.59 0.70 0.76 0.89
Ext. Cultura 221 horas 0.34 0.59 0.70 0.76 0.87
Quadro-IV - Cromatografia em camada delgada do isoesteviol

padrdo, do Acido giberélico padrdo e dos
extratos da cultura do isolado UEM cultivado em
presenca de isoesteviol e na auséncia de
isoesteviol (cultura controle). As condigdes
foram as mesmas aplicadas a andlise do padr&o de
GA3 (figura-13).
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Portanto os resultados indicam que o isolado UEM
em presenga do isoesteviol na concentragdo de 1 mg/ml n#3o
produz acido giberélico. O extrato foi submetido a andlise em

HPLC para efeito de confirmagdo, como relatado a seguir.

3.5.4. pDeterminagdo de giberelinas através de cromatografia

liquida de alta resolugdo (HPLC).

Varios extratos do isolado UEM cultivados em meio
BD na presenga de isoesteviol, foram analisados em cro-
matografia de camada delgada (item 3.5.3) e ndo apresentaram
mancha cromatogrdfica referente ao Acido giberélico,
indicando que o isoesteviol na concentragdo de 1 mg/ml (3.0
mMolar) exerce uma espécie de inibigdo na produgdo de &cido
giberélico. Com a finalidade de confirmar os dados obtidos
através de TLC, foi realizada a andlise do extrato apds 250
horas de cultivo em cromatografia liquida de alta resolugdo,
de acordo com o descrito no item 2.2.5. Observou-se que O
4cido giberélico padrdo, na concentragdo de 50 ug/ml, apre-
sentou tempo de retengdo igual a 24,1 (figura-26) enquanto
gque o cromatograma (figura 27) do extrato do isolado UEM apbs
250 horas de cultivo nido apresenta nenhum pico com esse tempo
de retencdo, portanto esse resultado parece confirmar a
auséncia de 4&cido giberélico no extrato do isolado UEM,
cultivado em presenga de isoesteviol na concentragdo de 1,0

mg/ml.
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Figura

7.569

6- C'romatograrna em HPLC do acido giberélico padrao.

O cromatograma foi feito com uma coluna
Licrosarb Si-60 (um) como fase fixa e uma
mistura n-hexano:etanol:acido acético na propor-
cdo de 97:7:0.05 como fase movel, a temperatura
de 29 ¥ 29, pressao de 150 atm e detecgao ao UV

a 207 nm. O &cido giberélico padrao estava na
concentracao de 0,5 mg/ml.
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Cr-matograma em HPLC do extrato do cultivo do
izclado UEM incubado em presen¢a de isoesteviol
Nl concentracao de 1 mg/ml apds 250 horas de
cuitivo. O cromatograma foi feito com uma
coluna Licrosorb Si-60 (10 um) como fase fixa e
uma mistura de n-hexano:etanol:acido acético na
proporcac de 97:7:0.05 como fase mével, A
temperatura de 29 ¥ 29c, pressdao de 150 atm e
deteccac ao UV a 207 nm. A amostra analisada
estava na concentracao de 5 mg/ml.
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O isoesteviol inibiu claramente a produgdo de
dcido giberélico na cultura do isolado UEM. Este efeito de
inibigdo ndo pdde ser detectado por BEARDER et al. (1976),
uma vez que OS mesmos empregaram a cepa Bj-41la, a qual esté
blogueada para a biossintese de giberelinas entre o caurenol
e A&acido caurendico (BEARDER et al., 1974). Uma das
explicagles para a inibigdo seria de que o isoesteviol
compete com o seu andlogo e intermedidrio natural da via de
biossintese de giberelinas, o &cido caurendico; uma vez que O
isoesteviol estava presente no meio de cultura numa
concentracdo relativamente alta, 1 g/l; enquanto cepas com
excelente rendimento em relagdo & produgdo de &acido
giberélico, apresentam em torno de 40 mg/l de @&cido
caurendico no seu meio de cultura. Estrapolando-se este valor
de 40 mg/ml de &cido caurendico para o meio de cultivo do
isolado UEM, em presenga de isoesteviol, na concentragdo de 1
g/l, admite-se a possibilidade de que a biossintese de
giberelinas a partir do Acido caurendico tenha sido bastante
afetada. Isto foi provavelmente devido & competigdo
estabelecida entre o &cido caurendico e o seu anélogo
isoesteviol. O fato de que 0,7 mg/ml ter sido metabolizado
pelo isolado UEM em apenas 43 horas de cultivo, reforga a
hipbétese de que a inibig3o, em parte, tenha sido provocada
pela competigdo entre o isoesteviol e o &cido caurendico.
Considerando-se como valida a hipbtese apresentada,
questiona-se que giberelinas poderiam ter sido produzidas

apds a completa metabolizagdo do isoesteviol, o que ocorreu
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em torno de 150 horas de cultivo, como por ser observado pelo
experimento mostrado na figura 25; porém ndo foi constatada a
presenga de acido giberélico no extrato obtido apds 250 horas
de cultivo, como pode ser entdo observado pelos resultados
apresentados no Quadro IV e na figura-27. A inibigdo que
persiste apds a completa metabolizagdo do isoesteviol, pode-
ria, em parte, ser explicada pela grande quantidade de iso-
giberelinas que teriam sido obtidas a partir do isoesteviol
no meio de cultura, as quais exerceriam efeito semelhante ao
dcido giberélico que, quando adicionado exogenamente a cul-
tura de Gibberella fujikuroi, inibe a sua prdpria biossintese

(DOCKERILL & HANSON , 1981).

3.5.5. Bloteste do arroz

Os resultados das andlises cromatograficas TLC e
HPLC apresentados nos itens 3.5.3 e 3.5.4 demonstram que na
cultura do isolado UEM em presenga de isoesteviol na
concentragdo de 3.0 mMolar ndo ocorreu a produgdo de acido
giberélico. Ficou demonstrado ainda que o isoesteviol foi
metabolizado neste cultivo. Com a finalidade de verificar se
o produto do metabolismo do isoesteviol pelo isolado UEM
apresenta ou ndo propriedade similar & das giberelinas, qual
seja, estimular o crescimento de plantulas de arroz, foi
realizado um bioensaio conforme descrito no item 2.2.4 com

Solugdes em concentragdes que foram hébeis em estimular o
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crescimento de plantulas de arroz no experimento apresentado
no item 3.4.4, ou seja, nas concentrag¢des de 5,0, 20,0 e 50,0
ug/ml. Foram realizados testes estatisticos com os dados,
referentes ao comprimento das pléntulas, obtidos apds 90, 120
e 169 horas de tratamento. Os resultados (Quadro-V)
mostraram que o extrato da cultura do isolado UEM cultivado
na presenga de isoesteviol ndao estimulou o crescimento de
plantulas de arroz nas concentragdes testadas (5,0, 20,0 e

50,0 ug/ml).

Quadro-V - Comprimento das pléntulas de arroz apds 90, 120 e
169 horas de tratamento com &cido giberélico
padrdo (5,0 ug/ml), &gua destilada (controle) e
extrato do meio de cultura do isolado UEM em
presenca de isoesteviol: amostra de 5,0 ug/ml,
amostra de 20 ug/ml e amostra de 50 ug/ml.

Tempo
Tratamento ug/ml
de
Amostras do extrato Controle |GA3 Padrao

Cultivo 5,0 20,0 50,0 H,0 dest. 5,0

90 8,9 ax 8,7 a 7,5 b 8,4 a 14,0 c

120 12,1 4 12,4 d 10,1 e 12,9 4 17,0 £

169 14,1 g 14,4 g 14,6 g 14,0 g 21,0 h

* Nos diferentes tempos os nimeros seguidos de mesma letra
ndo diferem significativamente ao nivel de 5%.

** O termo amostra se refere & solugdo do extrato do cultivo
do isolado UEM em presenga de isoesteviol 3 mMolar apbs
250 horas de cultivo.
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Pode-se considerar, que ndo tendo sido detectado
a presenga de &acido giberélico por HPLC e TLC nos extratos e
ndo havendo atividade giberélica sobre o bioteste do arroz é
possivel que os produtos metabdlicos do isoesteviol sejam os
descritos por BEARDER et al. (1976); as quais ndo apresentam
a hidroxila em C-3, atributo estrutural indispensavel as
substdncias giberélicas que exercem o efeito promotor do
crescimento de plantulas.

Importante se faz citar, o fato de que o
comprimento das plantulas de arroz apds 90 e 120 horas de
tratamento com o extrato na concentragdo de 50 ug/ml foram
significativamente menor ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey,
em relagdo ao controle. Apds 169 horas de tratamento a
diferenga ndo foi significativa ao nivel de 5%. Portanto, o
produto do metabolismo do isolado UEM exerceu um efeito de
inibi¢c3o sobre o crescimento de pléntulas de arroz. Isto
significa provavelmente, que o produto do metabolismo do
isoesteviol, inibiu a produgdo endbgena de giberelinas nas
plantulas de arroz da mesma forma que foi capaz de inibir a
producdo endégena de &cido giberélico na cultura do isolado
UEM, mesmo depois de 150 horas de cultivo, quando todo o
isoesteviol ja& havia sido metabolizado (figura 25). Este
resultado parece portanto, reforgar a hipbétese de que houve,
a partir do isoesteviol, a produg8io de subst@ncias andlogas
as giberelinas, as quais n3o exerceriam efeito giberélico

pelos motivos j& discutidos. No entanto a analogia estrutural
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dos anéis A e B dessas substdncias com os anéis A e B das
giberelinas naturais permitiriam &s mesmas exercerem papel
regulatdério sobre a biossintese das giberelinas, da mesma
forma que o &cido giberélico e outras GAs de final de via
regulam a sua propria biossintese como proposto por
DOCKERILL & HANSON, (1981). Enfim, as substlncias andlogas &s
giberelinas, produzidas pelo metabolismo do isoesteviol,
simulariam uma condigdo metabdlica de superprodugdo de gibe-
relinas, o que efetivamente levaria a uma redugdo ou inibigdo
da atividade da via responsdvel pela biossintese de GAs
tanto em plantas como em fungos.

Alguns compostos, que inibem a produgdo enddgena
de GAs, sdo empregados como reguladores do crescimento de
plantas na agricultura (HANSON, 1983), podendo apresentar
entre outras, a vantagem de melhorar a produgdo de cereais e
frutas (GRAEBE, 1987). Portanto, o metabolismo do isoesteviol
pelo isolado UEM pode ter resultado num produto com potencial
para desempenhar a fungdo de regulador do crescimento de
plantas. WADA et al. (1979) j& propuseram tal técnica com o
iso-caurendico. Em outras palavras o metabolismo do
isoesteviol pelo isolado UEM, teria produzido substdncias

anti-giberélicas.
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3.6 - Bioteste Demonstrando o Efeito do Isoesteviol sobre a

Agdo do &cido Giberélico

Embora os dados relativos as analises
cromatograficas HPLC e TLC e ao bioensaio apresentados no
item 3.5 tenham indicado a auséncia de &cido giberélico no
extrato do cultivo do isolado UEM, em presenga de
isoesteviol, questionou-se que uma quantidade de acido
giberélico, ingsuficiente para ser detectada pelos métodos
cromatograficos adotados sob nossas condigdes experimentais,
poderiam estar presentes no extrato. Neste caso, os
resultados negativos nos bioensaios do arroz poderiam ser
consequéncia de algum tipo de interagdo entre o &acido
giberélico e o isoesteviol ou ainda, entre o &cido giberélico
e os produtos do metabolismo do isoesteviol, resultando na
perda da atividade fitormonal da GAj.

Com a finalidade de verificar se o isoesteviol ou
o produto do metabolismo do isoesteviol inibem a ag¢do hor-
monal do &cido giberélico, bioensaios com pléntulas de alface
foram realizados. As seguintes Solugdes foram ensaiadas:
Solugdo A, contento 10,0 ug/ml de GA3 e 10,0 ug/ml de
isoesteviol; Solugdo B, contento 10,0 ug/ml de &cido gibe-
rélico e 10,0 ug/ml dos produtos do metabolismo do isoeste-
viol; &cido giberélico na concentragdo de 10,0 ug/ml; isoes-
teviol na concentragio de 10,0 ug/ml; produtos do metabolismo
do isoesteviol na concentra¢i3o de 10,0 ug/ml e controle.

Como pode ser visto pelos experimentos mostrados
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Figura 28~ Efeito do 4cido giberélico (10 ug/ml) sobre plén-

tulas de alface na presenga de isoesteviol
(10 ug/ml) e do produto do metabolismo do isoes-
teviol (10 ug/ml) pelo isolado UEM em meio BD.
Isoesteviol (10 ug/ml), produto do metabolismo
(10 ug/ml) e controle-agua destilada. Solugédo A:
contento 10 ug/ml de GA; + 10 ug/ml de
isoesteviol (I): Solugao B: contento 10 ug/ml de
GA; + 10 ug/ml do produto do metabolismo do
isoesteviol (II): Isoesteviol na concentragéo de
10 ug/ml (III); Produto do metabolismo do isoes-
teviol na concentragao de ug/ml (IV), Solugdo de
4cido giberélico na concentracdo de 10 ug/ml (V)
e Agua destilada (controle) (VI).
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na figura-28, o isoesteviol ou o seu produto de metabolismo
ndo inibem ag¢do hormonal do &cido giberélico, devido a algum
tipo de interagdo entre o acido giberélico e o isoesteviol ou
entre o &cido giberélico e o produto do metabolismo do
isoesteviol cujo resultado seria um composto inativo; uma vez
que o &acido giberélico foi capaz de estimular o crescimento
do hipocdétilo de alface na presenga do isoesteviol (solugdo
A), e também na presenga do produto do metabolismo do
isoesteviol (solu¢do B). O interessante & que as plantulas
tratadas com o produto do metabolismo do isoesteviol na
concentragdo de 10 wug/ml na auséncia de GA3 foram
significativamente menores do que as pléntulas do controle ao
nivel de 5% pelo teste de Tukey. Isto confirma que o produto
do metabolismo do isoesteviol atua de forma semelhante a
alguns controladores do crescimento(GRAEBE, 1987), ou seja,
inibem a producdo de GAs pelas plantas. As pléntulas tratadas
com isoesteviol na concentragdo de 10 ug/ml ndo foram
significativamente diferentes em relagdo ao controle a nivel
de 5% pelo teste de Tukey.

A experiéncia da figura-29 demonstra que o &cido
giberélico na concentrag¢do de 5.0 ug/ml & capaz de acelerar o
crescimento de pléntulas de arroz tratadas com isoesteviol na
concentragdo de 100 ug/ml, deve-se realgar que neste
experimento o GA3 estd na razdo de 1/20 em relagdo ao
isoesteviol e ainda assim a GA3 exerce o seu efeito hormonal,
o que demonstra definitivamente que o isoesteviol ndo inibe a

acdo hormonal do acido giberélico.

74



15

GAS ( Bug/m1)

o~ L}

E [}
-~ 104 ;/o /-—.

2 "

s .o/.-

E ~

T @

£ 5 /

o

o °

o v v LS Bl
100 150 200 250 300

Tempo (horas)

Figura 29- Eteito dc¢ acido giberelico em plantulas de arro:z
tratadas com 1soesteviol. As plantulas de arroz
cuitlvadas em presenga de uma solucao de isoes-
teviol na concentragao de 100 ug/ml (e-——e).
Apos 225 horas receberam tratamento com uma
solucdo de acidc giberélico na concentracao de
5. ug (0o—o0).

Na figura-30 mostra um experimento onde a GA3, na
concentragdo de 5,0 ug/ml, também & capaz de acelerar a razdo
de crescimento de plantulas de arroz tratadas com solugdo dos
produtos do metabolismo do isoesteviol na concentragdo de 100
ug/ml.

Conclui-se, portanto, que o produto do
metabolismo do isoesteviol ndo inibe a agdao hormonal do GAj,
mas sim a produgdo enddgena de GAs pela planta. Portanto,
trata-se de uma substincia ou substdncias com potencial para
atuarem * como reguladores- de crescimento de plantas.
Entretanto, a caracterizagdo dessas substancias como

reguladores de crescimento exige estudos mais detalhados e
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aprofundados que escapam ao escopo deste trabalho. Estudos
sobre a composigdo do extrato, faixa de concentragdo em que
os mesmos provocam a inibigd3o e principalmente se a inibigdo
do crescimento de plantas ocorre sem que sejam afetadas

adversamente outras fungdes (GRAEBE,1987).
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Figura 30- Ere.tc oo acidrn giberelico sobre plantulas de
arr.. Ttritaus: con . produto do metabolismo do

Inoestev ooy pelt isciado UEM. As plantulas de
arroZ foram cultivadas em presenga de uma solu-
cac J1S produtd 46 netapolismo do isoesteviol na
corncentrazcaoc de 100 uy/ml (e—e). ApOs 225 horas
as plantulas receperam tratamento com uma
sojlucac ¢s 5,0 ug/ml (o-—o0).
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3.7 - Determinagdo da faixa de concentragdes de isoesteviol

determinantes da inibigéo

3.7.1 - Cultivo do isolado UEM em meio sintético ICI

Como foi constatado no item 3.5, o isoesteviol na
concentragdo de 1 g/1 (3.0 mMolar provoca inibigdo da
produgdo de 4&cido giberélico no cultivo do isolado UEM
realizado em meio BD. Com a finalidade de determinar-se a
faixa de concentragdo na qual o isoesteviol provoca inibigdo
da produgdo enddégena de &cido giberélico pelo isolado UEM, o
mesmo foi cultivado por um periodo de 48 horas em meio
sintético ICI a 10% de Nitrogénio para desenvolvimento do
micélio (GEISSMAN et al., 1966). Apds este periodo, o micélio
foi filtrado em condigdes ascéticas e ressuspenso em meio ICI
isento de Nitrogé&nio contento isoesteviol em diferentes
concentragdes (10, 20, 40, 200, 400 e 1000 mg/l). Apds 7
dias, o cultivo foi interrompido e extraido de acordo com o
descrito no item 2.2.3; e os extratos obtidos analisados
através de cromatografia em camada delgada (TLC) e de

cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC).
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3.7.2 - Analise em TLC dos extratos dos cultivos do isola-

do UEM em meio sintético ICI

Os dados referentes & cromatografia em camada
delgada, como pode ser observado pelo Quadro VI, demonstram
que nos cultivos do isolado UEM em meio sintético ICI, na
auséncia de isoesteviol (controle) e também em presenga de
isoesteviol em concentra¢des abaixo de 400 mg/l (1,2 mM),
ocorreu a produgdo de &cido giberélico, uma vez que os
extratos desses cultivos apresentaram mancha cromatografica
referentes ao &dcido giberélico padrdo (Rf= 0,58). Além disso,
as manchas emitiram fluorescéncia azulada quando examinadas
sob luz ultravioleta (MACMILLAN & SUTER, 1963), o que
caracteriza o &cido giberélico. Nos extratos dos cultivos com
isoesteviol nas concentra¢des de 400 mg/l e 1000 mg/l (1,2 e
3,0 mMolar) ndo se observou a presenga de manchas
cromatogréficas correspondentes ao &cido giberélico padrdo. A
mancha cromatografica com Rf= 0.98 corresponde ao isoesteviol
e evidenciada em todos os extratos obtidos apbés 7 dias de
cultivo do isolado UEM em meio sintético isento de
Nitrogénio, parece indicar que o isoesteviol ndo teria sido
totalmente metabolizado. Entretanto, o fato da mancha com Rf=
0,98 também ter sido evidenciada no extrato do controle, o
qual ndo apresenta isoesteviol, nos faz supor que esta seja
correspondente a um intermedidrio da via de Biossitese do
4cido giberélico; o suspeito natural, devido a similaridade

estrutural com o isoesteviol, seria o &cido caurendico.
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Quadro-VI -

Cromatografia em camada delgada dos extratos na
concentragdo de 1 mg/ml dos cultivos do
““isolado UEM"~ em meio sintético 1ICI, na
auséncia de isoesteviol (controle) e na presenga
de isocesteviol nas seguintes concentragdes:
0,03, 0,06, 0,12, 0,60, 1,2 e 3,0 nMolar. Também
foram cromatografados o &cido giberélico padré&o
(1 mg/ml) e o isoesteviol padrdo (1 mg/ml).
Sistema: idéntico ao do Quadro-II.

Rf das manchas

Substancia I II III v \'
GA3 (1) 0.59

GA3 (2) 0.58

0.03m M 0.50 0.59 0.66 0.80 0.98
0.06m M 0.48 0.58 0.70 0.80 0.98
0.12m M 0.48 0.58 0.70 0.80

0.60m M 0.48 0.57 0.68 0.80

1.20m M 0.42 0.64 0.78 0.82 0.98
3.00m M 0.41 0.64 0.77 0.84 0.98
Isoesteviol 0.98
Controle 0.48 0.59 0.66 0.80 0.98
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3.7.3 - Determinagdo do teor de GA3 através de HPLC

Os extratos obtidos apdés 7 dias de cultivo em
meio ICI sintético, tiveram a concentragdo de GA3 determinada
através da técnica de cromatografia liquida de alta
performance. Como pode ser visto pela figura-13, em
concentragdes abaixo de 400 mg/l (1,2 mMolar) o isolado UEM
produziu &cido giberé&lico; enquanto que nos extratos dos
cultivos realizados em presenga de  isoesteviol  nas
concentragSes de 400 mg/l (1,2 mMolar) e 1000 mg/l1 (3,0
mMolar), n3o foi determinada a presenga de acido giberélico.
Observa-se pela figura-13, que nos controle e nos cultivos
incubados em presenga de isoesteviol nas concentrag¢des de 10
e 20 mg/ml (0,03 e 0,06 mMolar) a quantidade de é&cido
giberélico produzida foi em torno de 100 mg/l; no cultivo
realizado em presenga de isoesteviol na concentragdo de 40
mg/ml (0,12 mMolar) foi detectado 85,4 mg/l, portanto, houve
uma redugdo de 14% em relagdo ao controle. No cultivo
realizado em presenga de isoesteviol na concentragdo de 200
mg/l, a quantidade de &cido giberélico detectada foi de 75,3
mg/l, sendo que a redug¢do na produgdo do &cido giberélico foi
da ordem de 25%. Ndo foi detectado a presenga de &cido
giberélico nos extratos obtidos dos cultivos realizados em
presenca de isoesteviol nas concentragdes de 400 mg/l e 1000
mg/l. Conclui-se, portanto, que o isoesteviol na faixa de 40
mg/l a 200 mg/l (0.12 a 0.60 mMolar) provoca inibigdo parcial

da produgdo de &cido giberélico pelo isolado UEM e que nas
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Figura 31- Efeito do isoesteviol na faixa de concentracao de
0.03 - 3 mMolar sobre a produgdao de 4cido
giberélico pelo isolado UEM cultivado em meio
sintético ICI. O teor de 4acido giberélico em
mg/l foi determinado através de cromatografia
liquida de alta resolugcao. As condigdes de
anadlise foram identicas As apresentadas na
figura-26.



concentragdes de 400 mg/l e 1000 mg/l (1,2 e 3,0 mMolar)
suprime totalmente a produgdo de A&cido giberélico pelo
isolado UEM. O fato de concentragdes crescentes do
isoesteviol no meio de cultura levarem a um aumento do grau
de inibigdo, como pode ser visto pela figura 31, reforga a
hipétese de que o isoesteviol compete com o seu andlogo, o

acido caurendico.

3.7.4 - Determinag8o do acido caurendico

A hipbtese de que o isocesteviol poderia estar
competindo com o &cido caurendico, intermediério obrigatdrio
na via de biossintese do &cido giberélico, fez com que
buscidssemos quantificar o teor de acido caurendico nos
cultivos realizados na auséncia do isoesteviol (cultivo
controle) e nos cultivos realizados em presenga de
igsoesteviol utilizando a cromatografia 1liquida de alta
resolugdo de acordo com o descrito no item 2.2.5. Os extratos
do controle e do cultivo do isolado UEM em presenga de
isoesteviol na concentragido de 1 g/1 (3,0 mMolar) foram
analisados (figuras 32, 33 e 34).

Observa-se pela figura 32, que o cromatograma do
dcido caurendico padrdo na concentragdo de 1 mg/ml apresenta
um pico com tempo de retengdo igual a 50,50 minutos. No
extrato- do controle (figura 33) foli possivel detectar a
presenga de um pico de reten¢do igual a 50,33 minutos; porém

no extrato do cultivo realizado em presenga de isoesteviol na
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concentragdo de 1 mg/ml, figura 34, observou-se um pico com
tempo de retengdo igual a 50,50 minutos, com &rea bastante
superior d& &area com mesmo tempo de retengdo detectada no
extrato do controle. Considerando-se que a substdncia com
tempo de retengdo equivalente ao A&cido caurendico padrédo
detectada tanto no extrato do controle como no extrato do
cultivo realizado em presenga de isoesteviol seja de fato o
dcido caurendico, a hipdtese de que a produgdo endbdbgena de
dcido giberélico no cultivo do isolado UEM, em presenga de
isoesteviol, na concentragdo de 1 g/l, seria causada em parte
pela competigdo que se estabelece entre o isoesteviol e &cido
caurendico estaria reforgada; uma vez que a concentragdo de
4cido caurendico presente no extrato do cultivo realizado em
presenga de isoesteviol, figura 34, é muito superior que a
concentracdo de &cido caurendico no extrato controle (figura

33).

3.7.5 - Bioteste do hipocétilo do alface

Os extratos do controle e dos cultivos realizados
em concentragdes abaixo de 1,2 mMolar foram hébeis em
estimular o crescimento do hipocdétilo de plantulas do alface,
enquanto que extratos dos cultivos realizados em presenga de
isoesteviol 1,2 e 3,0 mMolar ndo demonstraram atividade
giberélica. Todos os extratos: foram testados na concentragdo
10 ug/ml como pode ser observado pelo Quadro-VII. O

comprimento do hipocdétilo das pléntulas de alface, tratadas
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Quadro-VII

Efeito dos cultivos do isolado UEM, cultivados
em meio sintético ICI na presenga de
isoesteviol na faixa de 0.03 mMolar a 3,0
mMolar, sobre o comprimento do hipocétilo de
plantulas de alface da variedade Grand rapts
germinadas no escuro.

Tratamento (10 ug/ml)

GA3 padrao

Isoesteviol padréao

Extrato de
Extrato de
Extrato de
Extrato de
Extrato de
Extrato de

Extrato da

comprimento do hipocé-
tilo do alface (mm)
11.3 b*
5.0 c
cultura 0.03 mM 14.7 a
cultura 0.06 mM 14.3 a
cultura 0.12 mM 13.7 a
cultura 0.60 mM 15.1 a
cultura 1.20 mM 4.1 4
cultura 3.00 mM 3.9 d
cultura controle 14.4 a
5.2 ¢

Controle (a4gua destilada)

* Os nfimeros seguidos da mesma letra ndo diferem significa-
tivamente entre si ao nivel de 5%.
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com extrato do cultivo realizado na auséncia de isoesteviol e
com os extratos dos cultivos realizados em presenga de
isoesteviol em concentragdes abaixo de 1,2 mMolar, foi
significativamente maior ao nivel de 5% em relagdo ao
comprimento das pléntulas do controle e das pléntulas
tratadas com isoesteviol na concentragdo de 10 ug/ml.
Enquanto que o comprimento do hipocdétilo das pléantulas de
alface tratadas com extratos dos cultivos realizados em
presenga de isoesteviol 1,2 mMolar e 3,0 mMolar foi
significativamente menor em relagdo ao controle, pelo teste

de Tukey, ao nivel de 5%.

Estes dados confirmam os resultados das anélises
cromatograficas apresentadas nos itens 3.7.1 e 3.7.2, ou
seja, o &cido giberélico foi produzido no cultivo controle
(auséncia de isoesteviol) e nos cultivos realizados em
presenca de isoesteviol na faixa de 10 a 200 mg/l1 (0.03
mMolar a 0.60 mMolar), uma vez que oOs extratos desses
cultivos foram h&beis em estimular o crescimento do
hipocétilo de pléntulas de alface; e ndo foi produzido nos
cultivos do isolado UEM em presenga de isoesteviol nas
concentracdes de 400 mg/l e 1000 mg/l (1,2 mMolar e 3,0
mMolar) .

O fato dos extratos obtidos a partir de cultivos
realizados em presengca de isoesteviol nas concentragdes de
400 mg/l e 1000 mg/l, inibirem o crescimento do hipocédtilo

das pléntulas de alface na concentragdo de 10 ug/ml demonstra
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que o produto do metabolismo do isoesteviol exerce forte
controle sobre a via de biossintese de giberelinas em plantas
e em fungos. Este controle, como ja& foi discutido no item
3.5.4, seria devido & formagdo de substédncias andlogas as
GAs, as quais ndo exerceriam efeito promotor do crescimento
de plantulas devido ao rearranjo dos anéis C/D (BRIAN et al.,
1967; RUDDAT et al., 1963), mas controlariam a produgdo de
giberelinas naturais da mesma forma que o &cido giberélico

controla a sua propria biossintese (DOCKERILL & HANSON,

1981) .
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4 - Conclusdes

O 1isolado UEM, obtido a partir de plantas de trigo
infectadas da regifo de Maringd produz &acido giberélico
quando cultivado em meio BD e em meio sintético ICI.
Os extratos das culturas do isolado UEM, tanto em meio BD
como em meio sintético, apresentam atividade giberélica
nos bioensaios do arroz e do hipocdétilo do alface.

O isolado UEM metaboliza completamente 1 g/l de
isoesteviol em meio BD num periodo de 150 horas.
0 produto do metabolismo do isoesteviol pelo isolado UEM,
ndo apresenta atividade giberelinica, ou seja, ndo
estimula o crescimento de plantulas de arroz e nem o
crescimento do hipocétilo do alface.
0 produto do metabolismo do isoesteviol pelo isolado UEM
exerce efeito de inibicdo do crescimento sobre pléntulas
de arroz e sobre o crescimento do hipocétilo do alface.
Ndo ocorre interacdo entre o &acido giberélico e o isoes-
teviol ou entre o &acido giberélico e o produto do meta-
bolismo do isoesteviol, tendo como resultado a perda da
atividade giberélica.
O isolado UEM produz &cido giberélico quando cultivado em
meio sintético ICI na presenga de isoesteviol na faixa de
0.03 mMolar a 0.60 mMolar e nd3o o produz quando cultivado
em pfesenca de isoesteviol nas concentragdes de 1,2 e 3,0

mMolar.
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8.

O &4cido caurendico, intermedidrio obrigatdéria na via de
biossintese do &cido giberélico, se acumula nas culturas

em presenga de isoesteviol na concentrag¢do de 3.0 mMolar.
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