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RESUMO

Neste trabatho foi investigado o possivel envolvimento do etileno na estimulagio do
alongamento caulinar do porta-enxerto de macieira marubakaido (Malus prunifolia) induzido
pelo brassinoesterdide 5-Flior homoetilcastasterona (SF-HCTS), e também o potencial efeito
do isoesteviol e derivados, amina e oxima, sobre o alongamento caulinar do porta-enxerto
crescendo in vitro. Partes aéreas originadas a partir de segmentos nodais cultivados por 15
dias receberam doses unicas de solugio etandlica de SF-HCTS, isoesteviol, isoesteviol-amina
ou isoesteviol oxima, na forma de microgota (5 puL), aplicada sobre a nervura central da folha
mais proxima do apice caulinar, medindo no minimo 2 mm de largura. A taxa de hiberagdo de
etileno por partes aéreas tratadas com SF-HCTS foi monitorada a partir de dosagens,
realizadas através de cromatografia gasosa, da concentragdo do regulador de crescimento em
frascos hermeticamente fechados. Etileno também foi injetado em frascos hermeticamente
fechados contendo partes aéreas ndo tratadas com quaisquer dos diterpendides utilizados neste
estudo. Trinta dias apds o tratamento com os diterpenéides ou etileno, as partes aéreas foram
avaliadas para comprimento dos ramos principais, laterais primarios e laterais secundarios, e
numero de ramos principais e laterais com comprimento maior ou igual a 15mm Além das
varidveis associadas com a arquitetura caulinar, partes aéreas crescidas em atmosfera
enriquecida com etileno também foram avaliadas para massa fresca e seca de calos formados
na base dos explantes. Partes aéreas tratadas e ndo tratadas com o brassinoesteréide SF-HCTS
(0,5 pg.explante’) apresentaram progressivo aumento da taxa de liberagdo de etileno, que
atingiu um pico no oitavo e no quinto dia de cultivo, respectivamente, para partes aéreas
tratadas e ndo tratadas com SF-HCTS, respectivamente. Apos atingir o pico, foi verificado
decréscimo gradual na taxa de liberacfio de etileno. Aumento estatisticamente significativo
(p=0,05) na taxa de multiplicagio, no nimero de ramos laterais priméarios e no comprimento
de ramos laterais secundarios foi observado para partes aéreas tratadas com SF-HCTS.
Inibigo significativa (p=0,05) para todas as variaveis analisadas foi verificada para partes
aéreas crescidas em atmosfera enriquecida com etileno, em todas as concentragdes de etileno
testadas. Nenhuma alteracfio estatisticamente significativa (p=0,05) foi encontrada para
quaisquer das varidveis avaliadas, quando partes aéreas do porta-enxerto marubakaido foram
tratadas com isoesteviol ou seus dois derivados, amina e oxima. Estes resultados indicam que
o etileno ndo ¢ um mensageiro secundario ha via de transdugdo de sinal do brassinoesteréide
S5F-HCTS, no caso da estimulagio do alongamento caulinar induzida pelo brassinoesteréide, e
que, embora estruturalmente semethantes as giberelinas, o isoesteviol e seus dois derivados,
amina e oxima, nio apresentam a capacidade de modificar a arquitetura de partes déreas do
porta-enxerto de macieira marubakaido crescendo in vitro.

Palavras-chave: brassinoesteroide, taxa de liberagdo de etileno, diterpendides, isoesteviol,
Moalus prunifolia.



ABSTRACT

This study aimed to investigate: 1. A possible involvement of ethylene on the stimulation of
branch elongation of the marubakaido apple rootstock (Malus prunifolia cv. Marubakaido),
driven by the brassinosteroid S-fluoro-homoethylcastasterone; 2. The potential effects of
isosteviol and two derivatives, oxime and amine, on the branch elongation of the in vitro-
grown rootstock. Shoots originated from nodal segments grown for 15 days in vitro were
treated with single doses of ethanolic solutions of SF-HCTS, isosteviol, isosteviol-amine or
isosteviol-oxime, in the form of microdrops (5 pL) applied on the main vein of the leaf closest
to the shoot apex, measuring at least 2 mm wide. The ethylene release rate of SF-HCTS-
treated shoots was monitored through dosages, carried out by gas chromatography, of the
growth regulator concentration in sealed vessels. Ethylene was also injected in sealed vessels
containing shoots not treated with any of the diterpenoids used in this study. Thirty days after
the treatment with diterpenoids or ethylene, the shoots were evaluated for: 1. Length of the
main, primary lateral and secondary lateral branches; 2. Number of main, primary and
secondary lateral branches measuring at least 15 mm in length. Besides the parameters related
to branch arquitecture, shoots grown in ethylene-enriched atmosphere were also evaluated for
fresh and dry weight of calli grown at the base of the explants. Shoots treated or not with the
brassinosteroid SF-HCTS (0,5 pg.explant™) showed progressive increase in the ethylene
release rate which reached a peak on the eighth and fifth day of the culture cycle, respectively,
for shoots treated and not treated with SF-HCTS. After reaching the peak, gradual decline in
the ethylene release rate was observed. Statistically significant increase (p=0,05) in the
multiplication rate, number of primary lateral branches and length of secondary lateral
branches was observed for SF-HCTS-treated shoots. Significant inhibition (p=0,05) of all of
the evaluated parameters was found for shoots grown in ethylene-enriched atmosphere,
regardless ethylene concentration. No statistically significant (p=0,05) change was found for
any of the parameters evaluated when shoots of the marubakaido apple rootstock were treated
with isosteviol or its two derivatives, amine or oxime. These results indicate that: 1. Ethylene
is not a secondary messenger on the brassinosteroid SF-HCTS signal transduction pathway, in
the case of the brassinosteroid-induced stimulation of shoot elongation of the in vitro-grown
marubakaido apple rootstock. 2. Although structurally similar to gibberellins, the isosteviol
and its two derivatives, amine and oxime, are not able to change shoot arquitecture of the in
vitro-grown marubakaido apple rootstock.

Key-words: brassinosteroid, ethylene release rate, diterpenoids, isosteviol, Malus prunifolia.
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1. INTRODUCAO

Os brassinoesterdides tém sido encontrados em ampla gama de estruturas vegetais, a
exemplo de grios-de-pdlen, sementes e tecidos vegetativos jovens, tipicamente em baixas
concentragdes. Varios estudos demonstraram que brassinoesterdides desempenham papel
essencial em diversos processos fisiologicos, dentre os quais a expansdo celular, o alongamento
de partes aéreas e a estimulagdo da produgdo de etileno.

Os glicosideos-esteviol, diterpenodides de estrutura quimica semelhante as giberelinas, sdo
encontrados em maior concentragio nas folhas de Stevia rebaudiana, preferencialmente em
tecidos adultos, sendo que seu papel fisiologico ainda nfo esta esclarecido, embora tenha sido
demonstrado que estes compostos podem apresentar atividade bioldgica, a exemplo de atividade
inseticida.

O porta-enxerto de macieira marubakaido (Malus prunifolia) ¢ uma espécie de origem
japonesa que vem despertando grande interesse de produtores de magis, em fungio de apresentar
boa afinidade com as cultivares-copa, bem como se adaptar a diferentes tipos de solo e apresentar
resisténcia a patogenos.

Neste trabalho, investigou-se o possivel envolvimento do etileno na proliferagio de
brotagdes laterais estimulada por brassinoesteroides no porta-enxerto de macieira marubakaido e
também os efeitos de trés diterpendides derivados do esteviosideo em estimularem o

alongamento caulinar e/ou a proliferagio de brotagdes laterais neste porta-enxerto de macieira.
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2.1 GENERO Malus

O género Malus pertence a familia Rosaceae, a qual compreende aproximadamente 100
géneros com ampla distribui¢io nas regides temperadas do hemisfério Norte. A familia Rosaceae
¢ uma das maiores familias dentre as dicotiledoneas, contendo aproximadamente 3.000 espécies,
com habitos bastante variados (ervas, subarbustos, arbustos, trepadeiras e arvores). Na flora
brasileira, apenas 5 géneros representam esta familia, estando estes géneros distribuidos
principalmente na regiio Sul. A familia Rosaceae apresenta grande importincia econdémica em
fungdo da grande variedade de espécies frutiferas que possui, onde se incluem espécies do género
Malus (JOLY, 1983).

De acordo com CRONQUIST (1988), a posigdo taxondmica da espécie empregada neste

estudo é a seguinte:

FILO Magnoliophyta

CLASSE Magnoliopsida

ORDEM Rosales

FAMILIA Rosaceae

GENERO Malus Mill.

ESPECIE Malus prunifolia (Willd.) Borkh
CULTIVAR Malus prunifolia cultivar Marubakaido

2.1.1 Malus prunifolia cultivar Marubakaido

A cultura de macieira (Malus domestica Borkh) ocupa o segundo lugar na produgéo
mundial de frutas (OLIVEIRA e FORTES, 1996). O Sul do Brasil é responsavel por 99% da
produgdo nacional desta cultura, atingindo uma area cultivada de 30.846 hectares (Associagdo
Brasileira de Produtores de Magd — ABPM, 2003).

O estado de Santa Catarina é o maior produto nacional de magés, com 55% da produgio,

seguido pelo Rio Grande do Sul, com 40% da produgdo e os estados do Parana, Sio Paulo e



Minas Gerais s3o responsaveis por aproximadamente 4% da produgdio nacional (Associagdo
Brasileira de Produtores de Magd — ABPM, 2003).

A cultura da macieira no Brasil apresentou um grande desenvolvimento a partir da década
de 70. A 4rea plantada passou de 2.770 hectares em 1969 para 31.070 hectares em 2001, sendo a
cultura frutifera que teve o maior aumento de produgdo, de 14.218 toneladas colhidas em 1977
para 968.063 toneladas em 2000 e 857.340 toneladas em 2002 (Associagdo Brasileira de
Produtores de Mag¢d — ABPM, 2003). Todavia, este aumento de produg@o ndo € suficiente para
atender a demanda interna, fazendo—se necessaria & importacio de macd, principalmente da
Argentina e Chile (CENTELLAS et al., 1999). O crescente interesse apresentado nos ultimos
anos pela cultura da macieira aumentou a demanda por mudas de boa qualidade (SCHUCH e
PETERS, 1993), bem como, por tecnologias mais eficientes para a producdo de mudas de
macieira (FLORES et al., 1999).

Um dos porta-enxertos de macieira mais promissores introduzidos no Brasil é o
Marubakaido (Malus prunifolia, Willd, Borkh), de origem japonesa, também conhecido por
Maruba, o qual ja vem sendo amplamente utilizado na formag¢do de pomares comerciais nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SCHUCH e PETERS, 1993).

Este porta-enxerto apresenta caracteristicas que vem despertando grande interesse entre os
produtores e pesquisadores (CAMARGO et al., 1999) dentre as quais, precocidade,
produtividade, vigor, facilidade de enraizamento (LOCATELLI et al., 1998), boa afinidade com
todas as cultivares-copa atualmente utilizadas (FLORES et al., 1999), além de ser resistente a
Phytophthora cactorum (LOCATELLI et al., 1998; ZANOL et al., 1998), a podriddo-do-colo ¢ a
Rosellinia spp (SCHUCH e PETERS, 1993). Porém, o marubakaido € susceptivel a viroses, a
exemplo do “Stem Groovins” e “Stem Pitting”, que normalmente causam a morte do porta-
enxerto (FLORES et al., 1999).

O aprimoramento da técnica de micropropagacdo, com o objetivo de aumentar a taxa de
multiplicagdo das partes aéreas e fornecer plantas adequadas ao enraizamento e a aclimatagdo, ¢
de fundamental importaincia para a viabilizagdo econémica da producido de mudas de macieira
através da micropropagagio (ZANOL et al., 1998). Todavia € necessario que a técnica de
propagacdo seja adaptada conforme as necessidades de cada espécie e cultivar, pois estes diferem

geneticamente entre si, 0 que as fazem responder diferentemente a micropropagag¢io (PEREIRA

et al.,2001; SCHUCH e PETERS, 1993).



O cultivo in vitro se constitui em um conjunto de técnicas utilizadas com a finalidade de
permitir 0 crescimento de células isoladas, de um grupo de células, tecidos ou orgdos sob
condi¢bes controladas em ambiente artificial, asséptico. Atualmente, as técnicas de cultivo in
vitro vém sendo amplamente utilizadas como ferramentas para estudos de bioquimica, fisiologia
e genética, além de aplicagGes biotecnologicas, a exemplo da micropropagagio (SILVA, 2002).

A micropropagagio € o método mais utilizado para a propagagio da macieira, por se obter
uma grande quantidade de mudas livres de doengas, em um espago mais curto de tempo, quando
comparado ao método tradicional, a enxertia, que é um processo mais demorado, além do
propagulo ser susceptivel a contaminagdo quando € empregada a técnica de enxertia (SCHUCH e
PETERS, 1993). Além disto, proporciona uma elevada taxa de multiplicagio e permite a
produgio de mudas durante todos os meses do ano (PEREIRA et al., 2001).

A propagagdo da macieira por meio de micropropagacdo tem sido descrita por diversos
autores (CENTELLAS et al., 1999; FLORES et al., 1999; NUNES et al., 1999; PEREIRA et al.,
2001).

O meio de cultura utilizado nas diversas fases da micropropagagfo deve fornecer a planta
os nutrientes necessdrios ao metabolismo das células e os fatores de crescimento responsaveis
pela diferencia¢do de brotos e raizes. A adigio de reguladores do crescimento vegetal ao meio de
cultura permite o desenvolvimento adequado de brotagdes durante o periodo de micropropagagédo
da macieira. Na fase de multiplicagiio, é necessirio que se tenha um meio de cultura rico em
citocinina para haver producdo de grande nimero de brotagdes através do desenvolvimento de
meristemas laterais (SCHUCH e PETERS, 1993). FIORINO e LEVA (1983), trabalhando com
diferentes cultivares de macieira, concluiram que a benzilaminopurina (BAP) € a citocinina mais
ativa para a multiplicagdo de brotagdes.

NUNES et al. (1999) testaram o meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
suplementado com diferentes concentragdes de benzilaminopurina (BAP), com o objetivo de
desenvolver um protocolo de propagagdo massal in vitro para o porta-enxerto de macieira
Marubakaido, a partir do cultivo de meristemas. A concentragdo de 2,22 uM de BAP mostrou-se

mais eficiente que as outras concentragdes testadas, resultando na formagio de 4,73 brotos por

explante.



2.2 TERPENOIDES

As plantas produzem uma grande variedade de compostos, dentre os quais, os
terpendides. Estes compostos representam a segunda maior classe de constituintes ativos de
plantas, perdendo apenas para os alcaldides, e estdo subdivididos em vérias subclasses (LIMA,
2000).

Os terpendides sdo uma familia de diversos compostos quimicos que s&o encontradas na
natureza e s30 essenciais para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia de muitos
organismos. Estes compostos quimicos desempenham papel essencial na manutengio da fluidez
da membrana (esterdis), transporte elétrico (ubiquinona, menaquinona e plastoquinona),
glicosilagio de proteinas (dolicol) e na regulagdo do desenvolvimento celular, neste ultimo caso,
através de hormonios e proteinas regulatorias modificadas (McCASKILL e CROTEAU, 1998).
Os terpenoides sdo também chamados de isoprendides, e sdo os constituintes mais comuns dos
6leos essenciais. £ uma ampla familia de produtos naturais, com mais de 22.000 compostos
conhecidos. A estrutura destes compostos pode ser interpretada pelas unidades de isopreno (=
terpenos - unidades de 5 carbonos que compdem os terpenos, FIGURA 2.1) unidas de diferentes
formas (NORDIN, 1999).

FIGURA 2.1 - ESTRUTURA QUIMICA DO ISOPRENO
C

|
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Fonte: NORDIN, O. Stereoselective Synthesis of Semiochemicals Related to Pine Sawflies:
Stereochemical and synthetic studies on 1,6-germacradien-5-ol and Pseudomonas lipase
catalysed transesterification of primary 2-methylalcohols, 1999.; SMITH et al,
Bioquimica: Aspectos Gerais. 7. ed., Guanabara Koogan : Rio de Janeiro, 1983, 785p.
capitulo 7 p.102-119.



Os terpendides sdo classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno
presentes no esqueleto carbono da estrutura (TABELA 2.1). Estas classes sdo subdivididas em
grupos baseados nas varias caracteristicas das suas estruturas. Por exemplo, os monoterpenos

podem ser divididos em compostos aciclicos, monociclicos e biciclicos (NORDIN, 1999).

TABELA 2.1 - CLASSIFICACAO DOS TERPENOIDES BASEADA NO NUMERO DE
CARBONOS QUE COMPOEM A MOLECULA.

Monoterpenos Cio
Sesquiterpenos Cis

Diterpenos Cao
Sesterterpenos Cys

Triterpenos C3 (esteroides)
Tetraterpenos Cao (carotenéides)
Politerpenos (Cs)a(n>8)

FONTE: NORDIN, O. Stereoselective Synthesis of Semiochemicals Related to Pine Sawflies:
Stereochemical and synthetic studies on 1,6-germacradien-5-ol and Pseudomonas
lipase catalysed transesterification of primary 2-methylalcohols, 1999.

2.2.1 Biossintese dos Terpenoides

A compreensio do processo de formagdio dos terpendides nas plantas, embora seja de
grande interesse biotecnologico, ainda se constitui em um desafio devido a grande variedade de
terpenoides produzidos a partir de um intermediario comum, o isopentenil difosfato (IPP), além
da complexa organiza¢do e das caracteristicas regulatorias das vias biossintéticas. O estudo das
vias biossintéticas dos terpendides é um campo de pesquisa tradicional, todavia, ainda muito
ativo, submetido a reavaliagdo e revisdes periodicamente (McCASKILL ¢ CROTEAU, 1998).

A via Dbiossintética para mono-, sesqui-, € diterpendides estd ilustrada na
FIGURA 2.2. Duas moléculas de acetil-coenzimaA (acetil-CoA) sdo condensadas, formando
acetoacetil-CoA, a qual é novamente condensada com outra molécula de acetil-CoA para formar

B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). O HMG-CoA ¢ reduzido na presenga de NADPH



FIGURA 2.2 — VIA METABOLICA DOS TERPENOIDES
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FONTE: modificado a partir de NORDIN, O. Stereoselective Synthesis of Semiochemicals
Related to Pine Sawflies: Stereochemical and synthetic studies on 1,6-germacradien-
5-ol and Pseudomonas lipase catalysed transesterification of primary 2-methylalcohols,

1999.



para acido mevalonico (MVA), o qual é fosforilado em dois passos para formar 5-
difosfomevalonato, o qual sofre uma descarboxilagio e uma desidratagdo originando o IPP.
Todos estes passos tém sido estudados em detathe e suas enzimas isoladas a partir de diferentes
fontes e caracterizadas. O IPP homoalilico € isomerizado para o seu correspondente isémero, o
dimetilalil difosfato. Entfio, o dimetilalil difosfato ¢ dimerizado com IPP para formar geranil
difosfato, o qual € o precursor de todos os monoterpenos. Posteriormente, o geranil difosfato é
dimerizado com uma outra unidade de IPP para formar o (E.E)-farnesil difosfato, o qual é o
precursor dos sesquiterpenos. O precursor dos diterpendides, o geranilgeranil difosfato (GGPP) é
formado no préximo passo, com a adigdo de mais uma molécula de IPP ao farnesil difosfato
(NORDIN, 1999).

Os sesquiterpenos, fitoalexinas e esterois (triterpenos) sfio produzidos no citoplasma. O
isopreno, monoterpenos, diterpenos e carotendides (tetraterpenos) sdo produzidos nos plastideos.
(FIGURA 2.3). Existe uma quantidade varidvel de troca de IPP entre os compartimentos
subcelulares, quantidade esta que depende do tipo de tecido e estidgio de desenvolvimento
(McCASCKILL e CROTEAU, 1998).

FIGURA 2.3 — VIA SUBCELULAR PARA A SINTESE DE TERPENOIDES
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FONTE: McCASKILL, D. e CROTEAU, R. Some caveats for bioengineering terpenoid
metabolism in plants, 1998.



2.3 BRASSINOESTEROIDES

Sabe-se ha muitos anos que o polen é uma rica fonte de compostos que regulam o
crescimento € o desenvolvimento vegetal, sendo estes compostos estudados desde as décadas de
30 e 40. Mais de 60 espécies de plantas tiveram seus pélens avaliados, e aproximadamente
metade destas se mostraram capazes de estimular o alongamento em internés de feijdo
(MANDAVA, 1988).

Entre os extratos de pélens avaliados em inimeras pesquisas, um maior aumento do
crescimento caulinar no bioensaio do internd do feijdo, foi obtido a partir de extratos dos pdlens
do amieiro (Alnus glutinosa L.) e couve-nabo (Brassica napus L.), os quais produziram uma
resposta incomum, que combinou alongamento (atividade bioldgica tipica de giberelinas) com
espessamento ¢ curvatura (MITCHELL et al., 1970).

A partir do isolamento e da purificagio de diversos compostos do pdlen de Brassica
napus L. com atividade biologica, foi proposta uma nova classe de hormdnios de natureza
lipidica, os brassinos, termo este derivado do género Brassica (MANDAVA, 1988; ARTECA,
1995b).

A partir de 227 Kg do polen da couve-nabo foram extraidas e purificadas 10 mg de um
material cristalino e biologicamente ativo, entdo denominado brassinolideo (BL)
(2a,3a,22(R),23(R)-tetrahidroxi-24(S)-metil-B-homo-7-oxa-5a-colestano-6-ona (FIGURA 2.4).
O BL esta presente na propor¢io de duzentas partes por bithdo no pdlen e aproximadamente 10
partes por mithdo na fra¢o lipidica purificada (MANDAVA, 1988).

O BL foi a primeira substancia reguladora do crescimento vegetal identificada de natureza
esteroidal. Desde a sua descoberta a atividade biologica do BL tem sido avaliada em numerosos
sistemas-teste, tendo a molécula mostrado-se envolvida em respostas tais como: aumento da
resisténcia a baixas temperaturas, doengas, herbicidas e estresse salino, alongamento celular e
caulinar e estimulagio de germinag¢do de sementes; diminuicdo de queda e aborto de frutos;
atividade anti-ecdister6ide; e inibigdo do crescimento e desenvolvimento de raizes (ARTECA,
1995a; MANDAVA, 1988).
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FIGURA 2.4 - ESTRUTURA QUIMICA DO BRASSINOLIDEO (BL)

OH
[

HO.

FONTE: KOZLOWSKI, T. T.; PALLARDY, S. G. Physiology of Woody Plants. 2.ed., New
York : Academic Press, 1996.

O BL, assim como muitos outros compostos quimicamente relacionados a ele, tém sido
encontrados amplamente distribuidos no reino vegetal. Estes compostos apresentam muitos
efeitos sobre o crescimento e o desenvolvimento vegetal, sendo coletivamente denominados de
brassinoesterdides, BRs (MANDAVA, 1988). Entre os BRs de ocorréncia natural, o
brassinolideo e a castasterona (CS) (FIGURA 2.5) sdo considerados os mais importantes, em
fungdo da sua ampla distribuigdo no reino vegetal, bem como de sua potente atividade biologica
(ARTECA, 1995b).

Mais de sessenta BRs tém sido identificados, incluindo dois conjugados (SAKURAI e
FUJIOKA, 1993), ¢ mais de quarenta inteiramente caracterizados (IGLESIAS-ARTEAGA,
2002). Os BRs tém sido encontrados numa ampla variedade de plantas, incluindo dicotiledoneas,
monocotileddneas, gimnospermas e algas, e isolados a partir de vérios érgdos tais como: folhas,
flores, frutos, sementes, partes aéreas, galhas e caules (TABELA 2.2) (ARTECA, 1995a,b), nos
quais as concentrag3es variam entre 0,5 picogramas (pg) a 30 nanogramas (ng) por grama de
peso fresco. Todavia, no polen, as concentragdes atingem valores mais elevados, entre 5 € 190 ng
por grama de peso fresco (CREELMAN e MULLET, 1997).
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FIGURA 2.5 ~ ESTRUTURA QUIMICA DA CASTASTERONA (CS)
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FONTE: SCHAEFER, S.; MEDEIRO, S.A.; RAMIREZ, J.A.; GALAGOVSKY, L.R;
PEREIRA-NETTO, A.B. Brassinosteroid-driven enhancement of the in vitro
multiplication rate for the marubakaido apple rootstock [Malus prunifolia (Willd.)
Borkh]. Plant Cell Rep., n. 20, p. 1093-1097, 2002.

BRs aplicados exogenamente em plantas estimulam o alongamento e a divisdo celular em
segmentos caulinares e plantulas, em concentragdes que variam do micro ao picomolar. Além da
sua atividade na promogdo do crescimento em partes aéreas, BRs exégenos tém se mostrado
capazes de inibir o crescimento radicular, aumentar o gravitropismo, retardar a abscisdo foliar,
aumentar a resisténcia ao estresse ¢ promover a diferenciagio do xilema (SAKURAI e
FUJIOKA, 1993).

Tecidos jovens apresentam maior amplitude de resposta quando comparados a tecidos
adultos (MANDAVA, 1988). Tecidos em crescimento, de maneira geral, apresentam niveis de
BRs mais elevados quando comparados a tecidos maduros (CLOUSE, 1998).

BRs radio-marcados aplicados exogenamente sdo translocados das raizes para a parte
aérea em espécies a exemplo de arroz, pepino e trigo, ocorrendo este transporte provavelmente
via xilema. O transporte apresenta-se menos eficiente quando a aplicagdo ocorre nas folhas,
sendo predominantemente acropeto (SASSE, 1997; CLOUSE e SASSE, 1998). Para o transporte
a longas distincias, ndo é conhecido se 0 mesmo € importante para a modulagio dos niveis

endogenos de BRs e, conseqiientemente, para a modulagdo dos padrdes de crescimento e
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desenvolvimento normais da planta (CLOUSE e SASSE, 1998). Todavia, efeitos a curtas

distancias foram verificados em estudos com sementes e polen (SASSE, 1997).

TABELA 2.2 - DISTRIBUICAO DE BRASSINOESTEROIDES NO REINO VEGETAL

Espécie Parte da planta Brassinoesteroide

Brassica napus L. Polen BR;, BR;

Brassica campestris Fruto BR;, BR;, BRy2, BRy4, BRys
Castnea crenata Galha, caule, folhas, flor BR,, BR», BRs, BR;s

Thea sinensis Folha BR;, BR4, BR7, BRg, BRy2, BR;s
Distylium racemosum Galha, folha BR;, BR;, BR4, BRy5
Phaseolus vulgaris L. Semente BR;- BR¢, BR;3, BRyg
Pharbitis purpura Fruto BR;, BR;s

Typha latifolla Pélen BR;

Oryza sativa Parte aérea BR,, BRy

Zea mays Polen BR;, BR7, BRg

Pinus thunbergil Polen BR;, BR;

Picea sitchensis Parte aérea BR;, BR;

Hydrodyction reticulatum  Colonia BRy, BRy;

FONTE: modificado a partir d¢e MANDAVA, N. B. Plant Growth-Promoting Brassinosteroids.

Ann. Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol. v.39, p.23-52, 1988.

Os mutantes deficientes na biossintese dos BRs sdo aqueles que, quando tratados
exogenamente com o regulador de crescimento vegetal recuperam as caracteristicas fenotipicas
do tipo selvagem. A deficiéncia na biossintese de BRs € geralmente causada por lesdes em genes
que codificam enzimas envolvidas na via biossintética dos BRs. J&4 os mutantes insensiveis aos
BRs podem apresentar 0 mesmo fendtipo dos mutantes deficientes, todavia os mutantes
insensiveis a BRs n3o sdo capazes de recuperar as caracteristicas do tipo selvagem apos
suplementagio exégena de BRs. Os mutantes insensiveis apresentam usualmente lesdes em genes

que codificam para receptores ou elementos da via de transdugdo do sinal de BRs (CLOUSE et

al, 1996).
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Evidéncias de que BRs sf3o essenciais para muitos aspectos do crescimento e
desenvolvimento vegetal tem sido obtidas a partir do isolamento de mutantes genéticos que
apresentam insensibilidade a BRs, a exemplo do bril (CLOUSE et al, 1996)/cbb2
(KAUSCHAMANN et al., 1996) e ucul (PEREZ-PEREZ et al., 2002) ou deficiéncia na
biossintese de BRs, a exemplo de dpy (KOKA et al., 2000), dwarf 1/cbbl; cbb3/cpd, lkb
(CRELMAN e MULLET, 1997) e det2 (LI e CHORY, 1999).

2.3.1 Biossintese dos Brassinoesterdides

O entendimento detalhado de como os niveis endégenos de BRs sdo regulados via sintese,
degradagio e conjugacio, é essencial para que um modelo da agdo molecular dos BRs possa ser
construido. A elucidagdo da(s) via(s) biossintética(s) dos BRs também € importante para o
desenvolvimento de inibidores especificos de sua biossintese (FUJIOKA e SAKURAL, 1997a).

Os sitios de sintese dos BRs na planta ainda ndo foram identificados. Todavia, tem sido
sugerido que BRs podem ser produzidos em todos os tecidos, visto que a biossintese e a
transdugdo de sinal destes compostos ocorre em ampla variedade de 6rgdos, além de que efeitos
de BRs a curta distdncia possivelmente também ocorram em gridos de polen, sementes e em
tecidos cultivados in vitro (CLOUSE e SASSE, 1998).

Todos os brassinoesterdides de ocorréncia natural sdo esteréides com 27, 28 ou 29 atomos
de carbono com estrutura baseada no Sa—colestano (THOMPSON, 1982; SAKURAI, 1999).
Variagdes na estrutura de BRs, resultantes de diferentes substituigdes nos anéis A e/ou B e
reagOes de oxidagdo ou redugdo nas cadeias laterais que ocorrem durante a biossintese, alteram a
atividade biol6gica destes compostos (CREELMAN e MULLET, 1997).

Tradicionalmente, as vias de biossintese de BRs tém sido elucidadas através do
suprimento de intermediarios marcados com deutério para linhagens celulares de Vinca minor
Madagascar (SAKURAI e FUJIOKA, 1996). Tem sido demonstrado que os BRs sfo sintetizados
através de vias biossintéticas multiplas, paralelas (FUJIOKA et al., 1996; CHOI et al., 1997).
Sabe-se que os BRs mais abundantes s3o o BL e seus precursores biossinteticamente relacionados
(YOKOTA, 1997). FUIIOKA e SAKURAI (1997a) demonstraram que existem pelo menos duas
vias biossintéticas ramificadas dando origem ao BL (FUJIOKA e SAKURAI, 1997a; SAKURAI
e FUJIOKA, 1997). Dependendo do estado de oxidagfio do carbono 6 (C-6), estas vias sdo
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conhecidas como vias precoce ou tardia de oxidagdo C-6. Na via precoce, o C-6 é oxidado a uma
cetona no campestanol (CN), enquanto que na via tardia o C-6 é oxidado na 6-deoxocastasterona
(6-deoxoCS) (CHOE et al., 1998).

Partindo de um precursor inicial, campesterol (CR), os intermediarios de BRs sofrem uma
série de hidroxilagdes, redugdes, uma epimerizagdo, ¢ uma levando a forma mais oxidada, BL
(FUJIOKA e SAKURALI, 1997a; FIGURA 2.4). A oxidagéo da CS, o 1ltimo passo na biossintese
de BRs, ndo ocorre em algumas espécies (YOKOTA ef al., 1991; CHOE et al., 1998). Nestes
casos, CS age como o principal BR, ao invés do BL (YOKOTA et al., 1991).

A redugio do CR a CN e a oxidagdo do CN a 6-0x0oCN tem sido demonstrada através de
experimentos envolvendo suplementagdo exdgena de BRs. A hidroxilagdo do 6-0xoCN
originando a CS ¢é pressuposta, mas demonstragdo experimental direta deste passo nio tem sido
possivel porque a quantidade endégena de CS é 500 vezes menor que a de 6-0xoCN. A grande
diferenga entre as quantidades endégenas da CS e do 6-0xoCN sugere que esta conversdo pode
ser o passo limitante na biossintese do BL (CLOUSE e SASSE, 1998).

No passo final da conversdo de CS a BL, algumas diferencas t€ém sido encontradas entre
plintulas. Em plantulas de Catharanthus roseus, a seqii€ncia biossintética teasterona—
tifasterol-> CS— BL foi demonstrada, tendo sido a seqiiéncia teasterona— tifasterol»> CS
também encontrada em tabaco € arroz, em experimentos onde substratos marcados com deutério
foram empregados (FUJIOKA e SAKURAI, 1997a). Todavia, em arroz e tabaco, a conversio
CS— BL nio pdde ser demonstrada (CLOUSE e SASSE, 1998). Entretanto, desde que aCS e o
BL co-ocorrem como BRs endbgenos em plantulas de arroz, provavelmente a via biossintética
opera de maneira completa também nesta planta. Uma possivel explicagdo para a impossibilidade
de se demonstrar conversio de CS em BL em plantas de arroz € que a CS marcada fornecida
exogenamente nos experimentos pode ndo ter alcangado o sitio de biossintese do BL nesta planta
(CLOUSE e SASSE, 1998).

Uma reavaliagdo dos BRs endogenos em cultura de células de C. roseus, resultou na
identificagdo de 6-deoxo-CS, 6-deoxo-tifasterol e 6-deoxo-teasterona, tendo os niveis endégenos
de 6-deoxoCS sido os mais elevados dentre todos os BRs encontrados (CHOI et al., 1996; 1997;
FUJIOKA e SAKURAI, 1997a). Experimentos com deutério marcado demonstraram a convers3o
de 6-deoxo-teasterona em 6-deoxo-tifasterol, através da formagfio de 3-dehidro-6-

deoxoteasterona (CHOI et al., 1997), e também da 6-deoxo-CS em CS e, em seguida, de CS em
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BL (CHOI et al., 1996). Portanto, estes experimentos demonstraram a existéncia de uma via
biossintética alternativa para BL, através da oxidagdo tardia do carbono 6 (Fujioka & Sakurai,
1997a). Em plantulas de arroz e tabaco, a exemplo do que ocorre em cultura de células de C.
roseus, as vias biossintéticas com oxidagdo em Cs precoce ou tardia (FIGURA 2.6) co-existem, e,
em plantas como Arabidopsis, representantes de ambas as vias biossintéticas co-ocorrem, o que
sugere que ambas as vias podem estar amplamente distribuidas no reino vegetal (CLOUSE e
SASSE, 1998).

Entre os brassinoesterdides naturais, pouca aten¢do era dirigida aos 6-deoxo-BRs, a
exemplo da 6-deoxo-CS, uma vez que estas formas mostravam-se menos ativas em relagéo aos 6-
ox0-BRs em varios bioensaios. Os 6-deoxo-BRs eram considerados como produtos finais
abortados, sem a capacidade de serem convertidos em BRs ativos. Porém, recentes estudos
mostrando a ocorréncia natural destas formas 6-deoxo em um amplo numero de espécies
vegetais, tém levado a uma reavaliagdo quanto ao seu envolvimento na via biossintética dos BRs
(FUJIOKA e SAKURAI, 1997a).



FIGURA 2.6 - BIOSSINTESE DO BRASSINOLIDIO VIA OXIDACAO PRECOCE E
TARDIA DO CARBONO 6
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FONTE: Modificado a partir de FUJIOKA, S.; SAKURAI, A. Biosynthesis and metabolism of
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Recentes estudos em plantulas de Arabidopsis demonstraram que ambas as vias
biossintéticas descritas para BRs (oxidagdo precoce ou tardia do carbono 6) ocorrem nesta
espécie. Do ponto de vista quantitativo, parece que a via biossintética de oxidagdo tardia do
carbono 6 predomina em plintulas crescendo na luz, dando origem a maior parte do BL
produzido por estas plantas, enquanto que a via precoce de oxidagdo do carbono 6 parece ser a
via predominante em plantulas crescendo no escuro. Nestas plantulas, em presenga de luz, os
intermediarios 6-deoxo-BRs mostraram uma atividade biologica mais alta, resultando em um
crescimento mais acentuado, em relagdo aos seus intermediarios correspondentes na forma 6-
oxo-BRs. Em contrapartida, no escuro, as formas 6-deoxo-BRs mostraram-se menos ativas do
que as formas 6-oxidadas correspondentes INOGUCHI et al., 2000).

Até pouco tempo eram conhecidos dois pontos possiveis de oxidagdo do carbono 6
durante a biossintese dos BRs: a conversio do CN em 6-ox0-CN (via de oxidagdo precoce) € a
conversio da 6-deoxo-CS em CS (via de oxidagdo tardia). Porém, em estudos realizados por
NOGUCHI et al. (2000), o intermediario tifasterol foi encontrado como um dos metabdlitos
originados a partir do fornecimento exégeno de 6-deoxo-tifasterol. A partir deste resultado, pode-
se sugerir que a oxidagdo no carbono 6 pode acontecer também em outros passos, indicando que
as vias precoce e tardia de oxida¢do do carbono 6 podem ocorrer simultaneamente, com

interconversdes entre seus intermedidrios, ¢ nfo como duas vias completamente isoladas (CHOE
etal., 1998).

2.3.2 Efeitos Fisiologicos de Brassinoesterdides

Desde a descoberta do BL, sua atividade biologica, bem como a de compostos
intermediarios da sua via biossintética, e de BRs sintéticos ¢ seus analogos, tém sido testadas em
varios bioensaios, bem como suas interagdes com inibidores € promotores do crescimento vegetal
(CLOUSE e SASSE, 1998; MANDAVA, 1988).

Os efeitos fisiologicos de BRs incluem respostas como o alongamento e a divisdo celular,
que resultam no alongamento caulinar. Efeitos estimulatéorios de BRs sobre o alongamento
caulinar ocorrem na luz, mas nio no escuro. A a¢io dos BRs na regula¢io do crescimento parece
ser mediada pelo fitocromo. BRs também atuam no desenvolvimento reprodutivo e vascular,

polarizagio da membrana e bombeamento de prétons, modulagdo do estresse, crescimento do
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tubo polinico, enrolamento e curvatura de folhas, inibigdo do crescimento de raizes, além da
estimulag8o da sintese do 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) (ARTECA, 1995a,b;
CLOUSE e SASSE, 1998, MANDAVA 1988, YOKOTA, 1997), da diferenciagio do xilema
(ARTECA, 1995a), e da germinacio de sementes (STEBER e McCOURT, 2001).

2.3.2.1 Alongamento de Partes Aéreas

Aplicagio de BRs em niveis que variam do nano ao micromolar, causam acentuado
alongamento de hipocotilos, epicotilos e pedunculos em dicotileddneas, bem como de coledptiles
e mesocotilos em monocotiledoneas. Este efeito estimulatério tem sido mostrado sob condi¢des
de luz branca, verde e vermelha de baixa intensidade. Entretanto, pouco ou nenhum efeito foi
encontrado no escuro, sugerindo que a agdo de BRs pode resultar da superacdo do efeito

BRs induzem o alongamento de epicétilos de plantas de ervilha normais e ands, de
segmentos apicais de soja and, do epicétilo de feijio munguba, feijio Azuki e girassol, assim
como do hipocétilo de pepino (MANDAVA, 1988).

WANG et al. (1993) demonstraram que BRs podem estimular o alongamento de
hipocétilos em Brassica chinensis cv Lei-Choi (Pakchoi) pelo aumento do relaxamento da parede
celular sem uma concomitante mudanga nas propriedades quimicas da parede.

Os possiveis efeitos do brassinolideo (BL) sobre o crescimento de partes aéreas de varios
cultivares de plantulas de arroz foram testados por CHON er al. (2000), tendo resultados
significantes observados nas concentragdes de 107 e 10° M. O efeito do BL foi verificado em
todos os cultivares testados, demonstrando uma clara atividade fisiolégica deste BR sobre o
crescimento de partes aéreas de arroz. O brassinolideo estimulou o alongamento do mesocétilo,
coledptile e bainha foliar em todos os cultivares. Além de seu efeito sobre o alongamento, o BL
aumentou o numero de folhas nas plantulas de arroz quando usado na concentragdo de 10° M.
Estes resultados indicam que o BL exerce efeito sobre o alongamento celular, divisfio celular e

diferenciag@o de novas folhas em plantulas de arroz.
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2.3.2.2 Aplicagdes Praticas para Brassinoesteroides

Muitos estudos buscando aplicagdes praticas para BRs na agricultura tém sido realizados,
principalmente no Japdo, em fungéio do grande interesse cientifico que esta classe de compostos
desperta naquele pais, e também devido a sintese em maior escala de compostos caracterizados
como BRs que € realizada no pais. Diversas companhias da 4rea de pesticidas tem realizado
experimentos praticos utilizando o BL, o 24-epibrassinolideo e o (22S,235)-28-
homobrassinolideo (ARTECA, 1995a).

Dentre as aplicagdes praticas que tém sido estudadas, uma das que se tem destacado € o
tratamento de sementes com BRs. Em sementes tratadas com BRs, tem-se observado aumento no
percentual de germinag8o, estimulagio do enraizamento e estimulagéo do alongamento dos ramos
vegetativos. Outras aplicagdes para BRs na agricultura incluem a estimulagdo do florescimento
de plantas de dias longos, efeito ndo observado em plantas de dias curtos, além do aumento da
resisténcia contra doengas (KAMURO e TAKTSUTO, 1999; MANDAVA, 1988). Em meados
dos anos 80 demonstrou-se que BRs poderiam aumentar a produgfio de radite, alface, feijdo,
pimenta e batata. Entretanto, resultados subseqiientes sob condi¢des de produgio foram
desapontadores por causa da inconsisténcia dos resultados obtidos. Mais recentemente, testes de
campo em larga escala, realizados na China e Japdo a mais de seis anos, mostraram que o 24-
epibrassinolideo, aumentou a produgéo agrondmica de culturas como o trigo, milho, tabaco,
melancia e pepino. Entretanto, uma vez mais, dependendo das condi¢des da cultura, métodos de

aplicagdo e outros fatores, os resultados eram impressionantes ou marginais (ARTECA, 1995b).

2.3.3 Interagdes com Outros Reguladores do Crescimento Vegetal

BRs apresentam forte interagdo com outros reguladores do crescimento vegetal e através
destas interagGes, regulam o crescimento e o desenvolvimento vegetal (KOZLOWSKI e
PALLARDY, 1996; SAKURAI e FUJIOKA, 1993). BRs interagem fortemente com auxinas,
provavelmente de maneira sinergistica. Quando BRs sdo aplicados em plantas, isolados ou
juntamente com auxinas, a sintese de etileno é estimulada. O 4cido abscisico (ABA) também

interage fortemente com BRs e previne os efeitos induzidos pelos mesmos. Aplicagdio exdgena de
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BRs e giberelinas induz respostas que parecem ter mecanismos de agdo independentes, porém

com efeitos semelhantes e aditivos (KOZLOWSKI e PALLARDY, 1996; KOSLOWSKI, 1997;
MANDAVA, 1988).

2.4 ETILENO

O etileno € o unico regulador do crescimento vegetal gasoso. Quimicamente, o etileno é
um hidrocarboneto insaturado muito simples, cuja formula é C,H;. Também € encontrado na
atmosfera, pois € liberado pelo aquecimento ou oxidagiio de compostos orgénicos (BIASI, 2002).

O etileno, um potente modulador do crescimento e desenvolvimento vegetal (ECKER,
1995), é produzido por todas as células vegetais, além de alguns fungos e bactérias
(SALISBURY e ROSS, 1992).

A produgdo de etileno varia de acordo com o estaddio de desenvolvimento do 6rgdo
vegetal. A sua concentragdo sofre um aumento nas folhas e flores durante a senescéncia, nos
frutos préximos da maturagio e nas gemas quando entram em dorméncia. A produgéo de etileno
também aumenta quando os tecidos vegetais s3o atacados por pragas e doengas ou sofrem danos
de origem mecénica ou quimica (BIASI, 2002).

O etileno estd envolvidlo em muitos aspectos do ciclo de vida da planta, incluindo
germinagdo de sementes, desenvolvimento de pelos e nddulos nas raizes, senescéncia das flores,
abscissdo € maturagdo de frutos (WANG et al., 2002).

A produgdo de etileno é altamente regulada por sinais € em resposta a estimulos
ambientais, de natureza bidtica (ataque patbgenos) e abidtica (ferimento, hipoxia, ozodnio,
resfriamento) (GUZMAN e ECKER, 1990).
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2.4.1 Biossintese do Etileno

O precursor do etileno é a metionina. Inicialmente, a metionina ¢ convertida em
S-adenosilmetionina (SAM) por meio da enzima S-adenosilmetionina sintase. Parte da SAM
formada ¢ reciclada através do Ciclo de Yang, através das reagdes: metiltioadenosina—
metiltioribose-1-fosfato—  2-ceto-4-metilbutirato—> metionina — SAM (FIGURA 2.7)
(ARTECA, 1995a; McKEON e YANG, 1995; BIASI, 2002).

A SAM pode sofrer a agio da ACC sintase € formar o acido 1-aminociclopropano
carboxilico (ACC), que pode ser convertido em etileno pela enzima ACC-oxidase (também
conhecida como enzima formadora de etileno — EFE) ou em um composto conjugado do ACC, o
maloniltACC (MACC), um produto inativo, pela enzima ACC N-maloniltransferase (FIGURA
2.7) (ARTECA, 1995a). Em 1995, foi identificado um segundo composto conjugado do ACC, o
acido (1-y-L-glutamina) ciclopropano-1-carboxilico (GACC), o qual também pode ser formado
pela via metabolica do etileno (MARTIN et al., 1995).

O metabolismo de etileno pode ser controlado através da regulagdo da produgiio de ACC,
via ACC sintase, pela conjugagio do ACC a MACC ou a GACC, e pela conversdo do ACC a
etileno através da atividade da ACC oxidase (OSBORNE, 1989).

O etileno é produzido em taxas que variam de 0,05 a 100nL.(peso fresco) ™ .h!
(OSBORNE, 1989). O etileno pode estimular a sua propria producgdo de etileno (sintese
autocalalitica) ou inibi¢do (autoinibi¢do) (MATTHYS et al., 1995).

Por se tratar de um composto orginico simples, o etileno pode ser obtido de forma
sintética, o que facilita muito a sua aplicagdo na agricultura. Na agricultura, o etileno é obtido
pela utilizagdo do acido 2-cloroetilfosfonico, também conhecido como etefon (SALISBURY e
ROSS, 1992).

2.4.2 Efeito do Etileno Sobre o Alongamento Caulinar

A morfogénese da planta é governada pela coordenagdo da divisdio e expansdo celular.
Muitas evidéncias sugerem que os reguladores do crescimento vegetal estdo envolvidos na
regulagdo destes eventos, mas pouco se sabe como eles interagem ocasionando o crescimento

regulado no tempo e espago (COLLETT et al., 2000).
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apical de partes aéreas sobre o crescimento e desenvolvimento das gemas laterais (CLINE, 1997).
A domindncia apical controla o crescimento de ramos nos estidios de desenvolvimento
vegetativo de muitas espécies herbaceas e arboreas no estadio juvenil (CLINE, 2000), sendo este
processo quem determina o grau de ramificagdo e, conseqiientemente, a arquitetura de partes
aéreas da planta (CLINE, 1994).

Em hipocétilos de Arabidopsis, as auxinas parecem promover o crescimento em algumas
circunstancias, e inibir em outras, tendo sido sugeridlo que as auxinas podem inibir o
alongamento através do etileno (SMALLE et al., 1997), visto que as auxinas sdo conhecidas por
serem capazes de promover a sintese de etileno, e o etileno, por sua vez, ser conhecido por inibir
o alongamento de hipocétilos (McKEON e YANG, 1995).

COLLETT et al., (2000), avaliando a interag@o entre auxinas € o etileno, relataram que a
auxina e o etileno atuam independentemente no controle do alongamento de hipocétilos. Aqueles
autores verificaram que quando as respostas ao etileno foram bloqueadas, usando um mutante
resistente ao etileno ou utilizando a aminoetoxivinilglicina (AVG), para inibir a biossintese de
etileno, o efeito da auxina no alongamento do hipocétilo permaneceu inalterado.

O etileno promove o crescimento radial e inibe o crescimento longitudinal do caule de
dicotiledoneas. O fornecimento de etileno em altas concentragdes pode provocar a paralisagdo do
crescimento em altura e o intumescimento do caule de plantulas. Nestas condi¢Ges também
ocorre o fendmeno do diageiotropismo, ou seja, o caule que estava crescendo com geotropismo

negativo passa a ter crescimento horizontal (BIASI, 2002).
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FIGURA 2.7 — VIA METABOLICA DO ETILENO.
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2.4.3 Efeito de Brassinoesterodides Sobre a Biossintese de Etileno

Em segmentos de hipocotilo estiolado de feijio, BRs aumentam a biossintese de etileno
pela estimulagio da atividade da enzima acido 1-aminociclopropano carboxilico (ACC) sintase
(vide item 2.4.1). A biossintese de etileno induzida por BRs pode ser mnibida pelo &cido
aminooxiacético (AOA), que bloqueia a formagio do ACC através da inibicdo da enzima ACC
sintase, por fons cobalto, que inibbem a agdo da enzima ACC oxidase, assim como pelos
inibidores do transporte de auxinas &cido 2,3,5-trilodobenzdico e acido 2-(p-clorofenoxi)-2-
metilpropiénico (ARTECA, 1995a).

Na produgdo de etileno, BRs atuam sinergisticamente com auxinas ativas e calcio
(ARTECA, 1995a).

A presenga de luz inibe a produgdo de etileno induzida por BRs, embora tenha pouco
efeito sobre a produgéo de etileno induzida por acido indol-acético (IAA) (ARTECA, 1995a).

Aumento nas concentragdes de ACC e de etileno tém sido observadas em raizes de tomate
tratadas com BRs, crescidas em solugfio hidropdnica. Como o etileno tem um efeito inibitério no
crescimento de raizes ¢ BRs estimulam a sintese de etileno, € possivel que a inibicdo do
crescimento observada em raizes tratadas com BRs seja causada pela produgio de etileno
induzida por BRs (ARTECA, 1995a,b).

2.5 ISOESTEVIOL E DERIVADOS

2.5.1 Stevia rebaudiana Bertoni e Propriedades

Stevia rebaudiana Bertoni é uma das 154 espécies de Stevia. O género Stevia pertence a
familia Asteraceae, anteriormente conhecida como familia Compositae (SOEJARTO et al, 1982).
A Stevia apresenta arranjo de folhas alternadas e habito de crescimento herbaceo com flores
arranjadas em inflorescéncias do tipo cima. As flores sdo pequenas e brancas; o pdlen pode ser
altamente alérgico. A Stevia é auto-incompativel e provavelmente polinizada por insetos; as

sementes pequenas € com pouco endosperma, sio dispersas pelo vento (BERTONI, 1899).
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Os compostos edulcorantes encontrados nas folhas da Stevia sdo glicosideos, sintetizados
através de uma via muito semelhante a via biossintética do acido giberélico, um importante
regulador do crescimento vegetal. As vias de biossintese do esteviol € das giberelinas divergem a
partir do caureno. Na Stevia, o caureno é convertido para esteviol, seguido de uma glicosilagio
ou ramnosilagdo para formar os principais compostos adocicados. Os compostos precursores
isopentenil pirofosfato e caureno sdo sintetizados nos cloroplastos e entfio transportados para o
reticulo endoplasmatico, onde sfo formados o esteviol e atractilitrol, que através de uma reagdo
de glicosilagio ddo origem ao esteviosideo no complexo de Golgi, o qual pode posteriormente ser
armazenado no vacuolo (FIGURA2.8) (BRANDLE et al., 2002).

A fungdio fisiologica dos glicosideos edulcorantes na planta ainda nfio estd esclarecida,
mas sua alta concentragfio nas folhas e a manutengéio da via dentro da espécie podem indicar que,
em algum ponto da evolugdo, sua presenga conferiu significativa vantagem para os individuos
que os possuiam. Alguns pesquisadores acreditam que estes compostos séo capazes de repelir
certos insetos, todavia, outros especulam que a sintese de glicosideos-esteviol é uma maneira

elaborada de controlar os niveis de acido giberélico na planta (BRANDLE et al., 2002).

Os quatro principais glicosideos-esteviol (FIGURA 2.9) sio:
Esteviosideo;
Rebaudiosideo A;
Rebaudiosideo C e

Dulcosideo A

i o

Dois outros glicosideos que podem estar presentes nos tecidos das plantas sdo o
rebaudiosideo D e o E. O rebaudiosideo B também tem sido detectado, todavia, esta detec¢do é
provavelmente um artefato originado durante o processo de isolamento. As propor¢des
encontradas para os quatro principais glicosideos sdo: esteviosideo, 5-10%, rebaudiosideo A, 2-
4%, rebaudiosideo C, 1-2% e dulcosideo A, 0,5-1%. Estes compostos apresentam poder
edulcorante de 40 a 250 vezes maior do que a sacarose (BRANDLE et al., 2002).
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FIGURA 2.8 - COMPARTIMENTALIZACAO DAS ETAPAS ENVOLVIDAS NA
BIOSSINTESE DE GLICOSIDEOS EM Stevia rebaudiana. MVA: ACIDO MEVALONICO,

IPP: ISOPENTENIL PIROFOSFATO, ER: RETICULO ENDOPLASMATICO, GA:
GIBERELINA

FONTE: BRANDLE et al., Stevia rebaudiana Its Biological, Chemical and Agricultural
Proprieties, 2000.

FIGURA 2.9 — ESTRUTURA QUIMICA DOS GLICOSIDEOS-ESTEVIOL

Ry Stevioside: R;: Glu
! R; : Glu —Glu

CH Rebaud A: R; : Glu
3 CH, R:: Glu— Glu
|

Ghu

H;C l RebaudC: R;: Glu
- Rz : Glu— Rha
CO "
O Glu

I Dulco A: R, : Glu
28] Rz : Glu— Rha

FONTE: BRANDLE et al.,, Stevia rebaudiana 1Its Biological,Chemical and Agricuitural
Proprieties, 2000.
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2.5.2 Biossintese dos Glicosideos-Esteviol

Os glicosideos-esteviol tendem a se acumular nos tecidos de acordo com a sua idade, de
modo que folhas mais velhas e inferiores apresentam maior teor de esteviol-glicosideos quando
comparadas a folhas mais jovens e superiores. Visto que os cloroplastos sdo importantes para a
sintese dos precursores dos glicosideos-esteviol, os tecidos desprovidos de clorofila, como raiz e
caules mais baixos nfio contém ou somente apresentam vestigios de glicosideos. Uma vez que a
floragdo ¢ iniciada, as concentragdes de glicosideos nas folhas comegam a cair (BRANDLE et al.,
2000).

A biossintese dos glicosideos-esteviol tem sido investigada por mais de 30 anos. Estes s3o
sintetizados a partir do acido mevalénico (MVA) através da via comum a todos os compostos
terpendides (FIGURA 2.10). Os passos para a formagdo do acido ent-caurendico sfio idénticos
aqueles que ocorrem para a biossintese das giberelinas. A conversio do geranil geranil
pirofosfato (GGPP) a ent-copalil pirofosfato (CPP) € catalizada pela CPP sintase (também
chamada de enr-caureno sintase A), sendo o CPP posteriormente convertido a ent-caureno pela
ent-caureno sintase (também chamada de ent-caureno sintase B). Subseqiiente oxidagdo no
carbono 19 do ent-caureno forma o acido ent-caurendico (BRANDLE et al., 2002). Neste ponto,
a via metabodlica do glicosideo-esteviol e das giberelinas divergem. O esteviol € produzido pela
hidroxilagdo do carbono 13 do acido enmt-caurendico. A &cido ent-caurendico 13-hidroxilase,
enzima responsavel pela conversdo do acido ent-caurendico em esteviol, tem sido purificada a
partir de extratos de folhas de Stevia e parcialmente caracterizada (KIM et al., 1996).

Seguindo a formagdo do esteviol, dois grupos funcionais presentes neste composto, o grupo
carboxilico no carbono 19 e o grupo alcool no carbono 13, fornecem pontos de ligagdio para
cadeias lineares de agucares que permitem a formagdo de diversos glicosideos. Cadeias lineares
de glicanas s3o compostas predominantemente por residuos de glicose, mas podem conter
ramnose; estes residuos se ligam diferentemente nos carbono 13 e carbono 19 para formar os
quatro principais glicosideos-esteviol (FIGURA 2.9 e 2.10). As seqiiéncias biossintéticas da
glicosilagdo e ramnosilagio, que antecedem a formac¢do dos glicosideos-esteviol, estio em
estagios iniciais de elucidacio (SHIBATA et al., 1995).

Muitos diterpendides tetraciclicos, especialmente cauranos, apresentam atividade

biolégica (OLIVEIRA et al., 1999), dentre os quais o bioensaio do endosperma de cevada
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(TORRENEGRA et al, 2001). Atividades semelhantes as giberelinas foram previamente
observadas em outros derivados cauranos (VILLALOBOS et al., 1994).

O esteviosideo ¢ comercialmente extraido a partir de folhas de Stevia rebaudiana Bertoni,
e usado como um adogante ndo caldrico em muitos paises, sendo que a alta demanda por dietas
de baixas calorias e alimentos naturais contribuiram para o aumento da popularidade desse
glicosideo (OLIVEIRA et al., 1999).

O esteviosideo esteviol apresenta atividade semelhante a giberelina, sendo capaz de ativar
um gene de um mutante anio de milho anteriormente conhecido por responder somente a
giberelina. Este esteviosideo, usado na concentragio de 500 ppm, aumentou em 187% o
crescimento de caules de arroz depois de duas semanas de cultivo. Aumento no crescimento de
raizes de Galium aparine L. também foi observado quando arvores foram cultivadas na presenga
de 100 ppm do esteviosideo (HERSHENHOM et al., 1997).

A biotransformagio do esteviol e sua atividade fisiologica t€ém despertado interesse devido
a similaridade estrutural destes compostos com compostos intermedidrios da biossintese de
giberelinas. Ha relatos da hidrolise enzimatica do esteviosideo pelo suco géastrico de caracol
(Helix pomatia), pectinases (AVENT et al., 1990) ou hesperidinases (MIZUKAMI et al., 1982),
produzindo o esteviol. Um método quimico para se obter esteviol a partir do esteviosideo envolve

a oxidagdo do agiicar com periodato e hidrolise alcalina (AVENT et al., 1990).



FIGURA 2.10 - VIA METABOLICA DO ESTEVIOL E ALGUNS DE SEUS GLICOSIDEOS
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FONTE: BRANDLE et al, Stevia rebaudiana Its Biological,Chemical and Agricultural
Proprieties, 2000.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL

Segmentos nodais medindo entre 15 ¢ 20 mm de comprimento, obtidos a partir de um
clone do porta-enxerto de macieira Marubakaido (Malus prunifolia), ja estabelecido in vitro,
foram inoculados em 40 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
suplementado com 2,2 uM de benzilaminopurina (BAP), 3% (m/v) sacarose e 0,7% (m/v) de
agar A-7002 (Sigma Chem. Co, Mo, E.U.A.). O pH do meio de cultura fo1 ajustado para 5,7 antes

da autoclavagem.
3.2. CONDICOES DE CULTIVO

Os explantes foram mantidos em sala de ambiente controlado, com fotoperiodo de 16/8
horas (luz/escuro) e densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos de
40 pmolm®s’. A temperatura e¢ a umidade relativa do ar foram mantidas em

27+ 1 °C e 70 + 5%, respectivamente.

FIGURA 3.1 — VISTA GERAL DAS CULTURAS NA SALA DE AMBIENTE
CONTROLADO
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3.3. TESTE DO EFEITO DO BRASSINOESTEROIDE 5F-HCTS SOBRE A TAXA DE
LIBERACAO DE ETILENO

Neste experimento, partes aéreas do porta-enxerto de macieira marubakaido (Malus
prunifolia) crescendo in vitro foram tratadas com o brassinoesteroide SF-HCTS e em seguida a
taxa de liberagdo de etileno foi estimada de acordo com o procedimento descrito a seguir.

A 28-Homoetil-castasterona foi sintetizada a partir do estigmasterol e o derivativo
fluoretado apresentando substitui¢do com o ion fluor no carbono 5 da 28-Homoetil-castasterona
(FIGURA 3.2) foi sintetizado de acordo com Ramirez e Galagovsky (2000a) e Ramirez e
Galagovsky (2000b). A 28-Homoetil-castasterona na sua forma fluoretada foi fornecida pela Dra.
Lydia R. Galagovsky (Departamento de Quimica Organica, Faculdade de Ciéncias Exatas e
Naturais, Universidade de Buenos Aires, Argentina).

Quinze dias apds o subcultivo, partes aéreas formadas a partir de segmentos nodais (item
3.1), foram transferidas para frascos com volume de 600 mL, contendo 100 mL de meio de
cultura, mantidos na posi¢do horizontal. Em cada frasco foram cultivados 10 explantes, os quais
receberam doses tnicas 0,5 pgexplante’ do brassinoesterdide SF-HCTS (5F-28-Homoetil-
castasterona; SF-(22R,23R)-2a,3,22,23-tetrahidroxi-5a-estigmastan-6-ona) (FIGURA 3.3) na
forma de microgotas (5 pL), em solugdes etanolicas (etanol P.A., Merck, Darmstadt, Alemanha),
as quais foram aplicadas na folha mais proxima do apice caulinar, medindo no minimo 2 mm de
largura, formadas durante o periodo de cultivo. A cada 5 dias foram dosadas as concentragées de
etileno na atmosfera interna dos frascos, que permaneceram hermeticamente fechados, por 48
horas antes da dosagem de etileno. Para tanto, amostras de 500 pl. da atmosfera interna dos
frascos foram removidas e imediatamente injetadas em cromatografo de gas, modelo Varian
3400, coluna Porapak N e detector de inonizagdo de chama, utilizando nitrogénio como gas de
arraste, a um fluxo de 20 mL/min., sendo a temperatura da coluna 120°C, do injetor 110°C, do
auxiliar 150 °C e do detector 200°C. O padrio ¢ etileno gasoso (contém 2,16 nmoles em 0,5 mL.

O peso fresco dos explantes (g) foi obtido apds dosagem da concentragdo de etileno.
Posteriormente os frascos foram ventilados com ar em fluxo de 252 mL.min" por 3 minutos e
fechados com tampa de aluminio de maneira ndo hermética.

As plantulas controle receberam 5 pl. de solugio etanolica e foram submetidas aos

mesmos procedimentos das plantulas tratadas com o brassinoesterdide SF-HCTS.
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FIGURA 3.2 - ESTRUTURA QUIMICA DO 5F-HCTS

FONTE: RAMIREZ, J. A.; GROS, E. G. & GALAGOVSKY, L. R. Effects on bioactivity
due to C-5 heteroatom substituents on synthetic 28-homobrassinosteroid analogs.
Tetrahedron, n. 56, p. 6171-6180, 2000 b.

3.3.1. Variaveis avaliadas

No primeiro dia e depois a cada cinco dias apds o tratamento com o brassinoesterdide as
partes aéreas formadas foram avaliadas para as variaveis:
1. taxa de liberagdo de etileno (nmoles.g™.dia™);

2. massa fresca dos explantes (g).

Trinta dias apds o tratamento com o brassinoesterdide as partes aéreas foram avaliadas

para as seguintes variaveis:

1. taxa de multiplicagio (nimero total de ramos > 15 mm em comprimento);
2. nimero de ramos principais (Ramo desenvolvido diretamente a partir do explante
original inoculado > 15 mm);
3. mimero de ramos laterais primarios (Ramo desenvolvido diretamente a partir de
um ramo principal > 15 mm);
4. nimero de ramos laterais secundarios (Ramo desenvolvido diretamente a partir
de um ramo lateral primario > 15 mm) (quando estes ocorreram);

5. comprimento dos ramos principais e laterais dos explantes (em mm);



FIGURA 3.3 -FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS COM A
APLICACAO DO BRASSINOESTEROIDE 5F-HCTS

Inoculagdo de segmentos nodais (15-20 mm de

comprimento) em meio MS + 2,2uM de BAP

Aplicaggo do brassinoesterdide

0 0,5
Hg. | HG.
explante explante
A cada
5 dias

Estimativa da taxa liberacdo de etileno

(nmoles.g™.dia™)

Avaliagdo das variaveis
morfologicas, 30 dias ap6s

aplicacdo
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3.4. TESTE DO EFEITO DO ETILENO SOBRE A ARQUITETURA DE PARTES AEREAS

Neste experimento, partes aéreas do porta-enxerto de macieira marubakaido (Malus
prunifolia) crescendo in vitro foram tratadas com etileno de acordo com o procedimento descrito
a seguir.

Quinze dias ap6s o subcultivo, partes aéreas formadas a partir de segmentos nodais (item
3.1), foram transferidas para frascos com volume de 600 mL, contendo 80 mL de meio de
cultura, mantidos na posi¢do vertical. Em cada frasco foram cultivados 6 explantes, nos quais
foram injetadas as concentragdes de 0, 20, 40 e 60 umol.L'1 (FIGURA 3.4) ou 0, 100, 1.000 e
10.000 pmol.L" de etileno (White Martins) (FIGURA 3.5). A cada 5 dias, os frascos foram

ventilados, como descrito no item 3.3, e novamente hermeticamente fechados e reinjetadas as

concentragdes de etileno.
3.4.1. Variaveis avaliadas

Trinta dias apds o tratamento com o etileno, as partes aéreas crescidas em atmosfera

enriquecida com etileno foram avaliadas para as variaveis:

taxa de multiplicagdo;

numero de ramos principais > 15 mm;

nimero de ramos laterais primarios > 15 mm;

nimero de ramos laterais secundarios > 15 mm (quando estes ocorrerem);
comprimento dos ramos principais e laterais dos explantes (em mm);
massa fresca dos explantes (g);

massa seca dos explantes (g);

massa fresca dos calos (g);

e N kW=

massa seca dos calos (g).
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FIGURA 3.4 - FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS ENVOLVENDO O CRESCIMENTO
DOS EXPLANTES EM ATMOSFERA ENRIQUECIDA COM ETILENO

Inoculagdo de segmentos nodais (15-20 mm de

comprimento) em meio MS + 2,2uM de BAP

Aplicagdo de etileno
0 20 40 60
pmol.L™ pmol.L* pmol.L™ pmot.L*
A cada
5 dias

Ventilagdo dos frascos e reaplicacio

etileno

Avaliagdo das variaveis morfoldgicas e
da produgdo de massa fresca e seca, 30

dias apos aplicagdo
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FIGURA 3.5 - FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS ENVOLVENDO O CRESCIMENTO
DOS EXPLANTES EM ATMOSFERA ENRIQUECIDA COM ETILENO

Inoculagdo de segmentos nodais (15-20 mm de

comprimento) em meio MS + 2,2uM de BAP

Aplicagdo de etileno
0 100 1.000 10.000
pmol.L™ pmol.L™ pmot.L™ pmol.L™
A cada
5 dias

Ventilagdo dos frascos e reaplicagiio

etileno

Avaliagio das variaveis morfologicas
e da produgio de massa fresca e seca,

30 dias ap6s aplicagdo




37

3.5. TESTE DO EFEITO DO ISOESTEVIOL E SEUS DERIVADOS AMINA E OXIMA
SOBRE A ARQUITETURA DE PARTES AEREAS

Neste experimento, partes aéreas do porta-enxerto de macieira marubakaido (Malus
prunifolia) crescendo in vitro foram tratadas com isoesteviol e seus derivativos amina e oxima de
acordo com o procedimento descrito a seguir.

O isoesteviol (FIGURA 3.6) é um diterpenoide tetraciclico, com um esqueleto baierano,
obtido pela hidrolise acida do agucar esteviosideo glicosidico. Para obtengdo do isoesteviol, 16g
do esteviosideo glicosidico sdo adicionados em 300mL de agua contendo SmL de acido cloridrico
(HCL) concentrado, sendo entdo a mistura aquecida sob agitagdo por 2 horas. Os produtos sio

entio restabelecidos em CHCL; e cromatografados em silica gel (AVENT et al., 1990).

FIGURA 3.6 — ESTRUTURA QUIMICA DO ISOESTEVIOL

“C0oH

O isoesteviol-oxima (FIGURA 3.7) é sintetizado a partir do isoesteviol, através da
dissolugdo de 318 mg de isoesteviol em 25mL (1mmol) de uma mistura de metanol e dgua (4:1).
Em seguida, 120mg de acetato de sodio (2mmol) e 139mg de hidroxiamina. HCL (2mmol) sdo
adicionados e a mistura agitada em sala com temperatura controlada por 12 horas; 50 mL de
agua s3o entio adicionados e o produto extraido com acetato de etil (3x20 mL). O extrato é
lavado com sulfato de sodio anidro, filirado e o solvente destilado sob pressdo reduzida. O

residuo solido é entdo cristalizado a partir de metanol (Dr. B. H. de Oliveira, comunicagdo
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pessoal). Comparando-se estruturalmente a molécula precursora com a molécula originada,

ocorre uma modificagdo no grupamento do carbono 16, incorporando-se um grupamento oxima.

FIGURA 3.7 - ESTRUTURA QUIMICA DO ISOESTEVIOL-OXIMA

O isoesteviol-amina também ¢ sintetizada a partir do isoesteviol, havendo uma
modificagdo, com a adi¢do de um grupamento amina no carbono 16 (FIGURA 3.8). As moléculas
sintetizadas a partir do esteviosideo glicosidico foram fornecidas pelo professor Dr. Bras H. de
Oliveira (Departamento de Quimica — Universidade Federal do Parana, Curitiba - PR).

Quinze dias apos o subcultivo, partes aéreas formadas a partir de segmentos nodais (item
3.1), foram transferidas para frascos contendo 40 mL de meio de cultura. Em cada frasco foram
cultivados 4 explantes, os quais receberam doses unicas de 0, 5, 10, 20 e 40 pmol L
(FIGURA 3.9) na forma de microgotas (5 pL), em solugdes etandlicas (etanol P.A., Merck,
Darmstadt, Alemanha), as quais foram aplicadas na folha mais proxima do apice caulinar,

medindo no minimo 2 mm de largura, formadas durante o periodo de cultivo.
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FIGURA 3.8 - ESTRUTURA QUIMICA DO ISOESTEVIOL-AMINA

3.5.1. Variaveis avaliadas

Trinta dias ap6s o tratamento com o isoesteviol e seus derivados amina e oxima, as partes
aéreas formadas foram avaliadas como descrito no item 3.4.1, exceto pela massa fresca e seca de

plantulas e calos.
3.6. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico JMP ("Statistical
Analysis System", SAS Institute Inc. EU.A., 1989-2000) versdo 4.0.0. A comparagédo entre as
médias dos tratamentos foi realizada com a aplicagdo do Teste de “Student’s” em nivel de 5% de
probabilidade.

O delincamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada experimento foi

realizado no minimo por duas vezes.



FIGURA 3.9 - FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS COM A
APLICACAO DO ISOESTEVIOL E SEUS DERIVATIVOS

Inoculagdo de segmentos nodais (15-20 mm de

comprimento) em meio MS + 2 2uM de BAP
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DO BRASSINOESTEROIDE 5F-HCTS SOBRE A TAXA DE LIBERACAO DE
ETILENO, CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE INTERESSE PARA
MICROPROPAGACAO E TAXA DE MULTIPLICACAO DE PARTES AEREAS DO
PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO

Trinta dias ap6s a aplicagdo do SF-HCTS (FIGURA 4.1) foi verificado aumento de 98 %
na taxa de multiplicagdo, de 114 % no nimero de ramos laterais primarios ¢ um aumento de 0
para 10,5 mm no comprimento médio dos ramos laterais secundarios das partes aéreas, quando
comparado a partes aéreas-controle (tratadas com etanol), sendo todas estas alteraghes
estatisticamente significativas em nivel de 5% de probabilidade (TABELA 4.1).

Aumento da ordem de 28 e 17,5 % mostrou-se associado, respectivamente, as variaveis
nimero de ramos principais ¢ nimero de ramos laterais secundarios. Para as variaveis
comprimento dos ramos principais € comprimento dos ramos laterais primarios foi verificado um
aumento da ordem de 5 e 13%, respectivamente, em partes aéreas de Malus prunifolia tratadas
com S5F-HCTS, quando comparado a partes aéreas-controle, embora estas alteragGes
morfologicas ndo tenham sido estatisticamente significativas (p=0.05).

Apés a aplicagio do brassinoesterdide SF-HCTS (0,5 pg.explante’) foi verificado um
progressivo aumento da taxa de liberagio de etileno por partes aéreas do porta enxerto
marubakaido, entre o primeiro e o oitavo dia de cultivo. Apods o oitavo dia de cultivo foi
verificada uma reducio da taxa de liberagdo de etileno que se manteve até o altimo dia do ciclo
de cultivo (FIGURA 4.2). Para partes aéreas ndo tratadas com o brassinoesterdide, observou-se
aumento na taxa de liberagdo de etileno entre o primeiro € o quinto dia de cultivo, quando a taxa
de liberagio de etileno passou a ser gradualmente reduzida até o final do periodo de cultivo. O
aumento da ordem de 73% na taxa de libera¢do de etileno observado para partes aéreas tratadas
com SF-HCTS, no oitavo dia de cultivo, mostrou-se estatisticamente significativo (p=0,05),
quando comparado ao controle. Para os demais dias de cultivo avaliados nenhuma alteragio
estatisticamente significativa foi encontrada, embora tenha sido clara a tendéncia para maior

liberagd@o de etileno por parte de partes aéreas tratadas com o brassinoesterdide no periodo inicial
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de cultivo Partes aéreas tratadas ou ndo com brassinoesteroides ndo apresentaram liberagio de

etileno detectavel ao final das primeiras 24 horas de cultivo

FIGURA 4 1 — ASPECTO GERAL DE PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE
MACIEIRA MARUBAKAIDO TRATADAS COM SF-HCTS, TRINTA DIAS
APOS A APLICACAO DO BRASSINOESTEROIDE
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TABELA 4.1 — EFEITO DA APLICACAO DO 5F-HCTS SOBRE
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO PORTA-ENXERTO
DE MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO IN VITRO

Variaveis Médias
0 0.5

Taxa de multiplicagio 1,9+03° 3,8+ 0,61)

Principais 1,3+0,1° 1,7+0,1°

Numero de  Laterais primarios 0,6 +02° 14+02°

ramos

Laterais secundarios 0,0° 02+0,1%
Principais 18,5+09" 194 +0,7°
Comprimento  Laterais primarios 13,0 +0,7° 14,7 +0,6"

dos ramos

Laterais secundarios 0,0° 10,4 +0,9°

NOTA: Numeros representam a média + erro padrao da média. Simbolos seguidos por
letras diferentes indicam valores médios estatisticamente diferentes em nivel de
significancia de 5%.
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FIGURA 42 -EFEITO DO 5F-HCTS SOBRE A TAXA DE LIBERACAO DE
ETILENO DE PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA

MARUBAKAIDO CRESCENDO /N VITRO

Taxa de liberagéo de etileno
(nmoles.g-1.dia-1)

1 4 8 12 16 20 24 28
Dias de cultivo

NOTA: Simbolos seguidos por letras diferentes indicam valores médios estatisticamente
diferentes em nivel de significancia de 5%. Barras verticais indicam o erro-padrio
da média.
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42 EFEITO DE ATMOSFERA ENRIQUECIDA COM  ETILENO SOBRE
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE INTERESSE PARA MICROPROPAGACAO
DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO

Apoés o periodo de crescimento de trinta dias em atmosfera enriquecida com etileno foi
verificada alteragdo estatisticamente significativa (p=0,05) em todas as concentragdes de etileno
testadas (FIGURA 4.11).

Redugio estatisticamente significativa (p=0,05) da ordem de 55, 80 € 19 % na taxa de
multiplicagio foi observada para partes aéreas crescidas em atmosfera contendo 20, 40 e 60
pmol.L” de etileno, respectivamente. Redugio estatisticamente significativa (p=0,05), em torno
de 90%, na taxa de multiplicagio foi observada para partes aéreas crescidas na presenga de 100,
1.000 e 10.000 pmol.L™ de etileno, sendo que nenhuma diferenga estatistica foi observada para a
taxa de multiplicagio para partes aéreas crescidas em concentragdes de etileno iguais ou

superiores a 20 pmol.L™ (FIGURA 4.3).

FIGURA 4.3 - EFEITO DO ETILENO SOBRE A TAXA DE MULTIPLICACAO EM
PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO
CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticats indicam o erro-padrao da média.
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Redugdo estatisticamente significativa (p=0,05), da ordem de 35, 54 e 64 % no nGmero
de ramos principais maior ou igual a 15 mm formados, foi observada para partes aéreas crescidas
em atmosfera contendo 20, 40 e 60 pmolL' de etileno, respectivamente. Reducdo
estatisticamente significativa (p=0,05) de 69, 59 e 59 %, foram verificadas para as concentragdes
de 100, 1.000 e 10.000 umol.L", respectivamente, sendo que nenhuma diferenga estatistica foi
observada para o nimero de ramos principais mator ou igual a 15 mm para partes aéreas

crescidas nas trés concentragdes de etileno testadas (FIGURA 4.4)

FIGURA 4.4 - EFEITO DO ETILENO SOBRE O NUMERO DE RAMOS PRINCIPAIS
MAIORES OU IGUAIS A 15mm DE COMPRIMENTO EM PARTES
AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO
CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrido da média.

Para a variavel niimero de ramos laterais primarios maior ou igual a 15 mm, redugio
estatisticamente significativa (p=0,05), da ordem de 72, 100 e 91 % foi verificada para as
concentragdes de 20, 40 e 60 pmol.L’, enquanto que reducdes de 98, 100 e 100 % foram
observadas para partes aéreas crescidas na presenga de 100, 1.000 ¢ 10.000 umol. L de etileno

na atmosfera interna dos frascos de cultivo, sendo que nenhuma diferenca estatistica foi
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observada para o numero de ramos principais maior ou igual a 15 mm para partes aéreas

crescidas nas 3 concentragdes de etileno testadas (FIGURA 4.5).

FIGURA 4.5 - EFEITO DO ETILENO SOBRE O NUMERO DE RAMOS LATERAIS
PRIMARIOS MAIORES OU IGUAIS A 15 mm DE COMPRIMENTO EM
PARTES  AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA
MARUBAKAIDO CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrao da média.

Para a varidvel nimero de ramos laterais secundarios maior ou igual a 15 mm nenhuma
alteragdo estatisticamente significativa (p=0,05) foi observada para partes aéreas crescidas na
presenga de 20, 40 e 60 umolL" de etileno. Exceto pela concentragio de 20 umol L}, que
induziu redugdo a proliferagdio de ramos laterais secundarios na ordem de
48 %, todas as demais concentragdes de etileno testadas reduziram o nimero médio deste tipo de
ramo para zero, sendo que no caso das concentragdes de 100, 1.000 e 10.000 umol.L™ nio foi

observada a formagio de qualquer ramo lateral secundario maior ou igual a 15 mm (FIGURA
4.6).
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FIGURA 4.6 - EFEITO DO ETILENO SOBRE O NUMERO DE RAMOS LATERAIS
SECUNDARIOS MAIORES OU IGUAIS A 15mm DE COMPRIMENTO
EM PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA
MARUBAKAIDO CRESCENDO /N VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrio da média.

Inibigdo estatisticamente significativa (p=0,05) do alongamento dos ramos principais,
laterais primarios e laterais secundarios mostrou-se associada a todas as concentragdes de etileno
testadas. Quando comparadas a partes aéreas crescidas em atmosfera ndo enriquecida com
etileno, partes aéreas crescidas em atmosfera enriquecida apresentaram redugio no comprimento
dos ramos principais, da ordem de 37, 43 e 45 %, respectivamente, para as concentragdes de 20,
40 e 60 pmol.L" de etileno, enquanto que redugio em torno de 58 % no comprimento dos ramos
principais foi observada para partes aéreas crescidas na presenga de 100, 1.000 ¢ 10.000 pmol.L"
de etileno, sendo que nenhuma diferenca estatistica foi observada para o comprimento dos ramos
principais maior ou igual a 15 mm para partes aéreas crescidas nas 3 concentragdes de etileno
testadas (FIGURA 4.7).
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FIGURA 4.7 - EFEITO DO ETILENO SOBRE O COMPRIMENTO DOS RAMOS
PRINCIPAIS EM PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE
MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrao da média.

Para o comprimento dos ramos laterais primarios foi observada redug@o estatisticamente
significativa (p=0,05) da ordem de 37, 47 e 48%, respectivamente, para as concentragdes de 20,
40 ¢ 60 pmol. L™ de etileno, ao passo que inibigio (p=0,05) em torno de 61 % foi observada para
as partes aéreas crescidas em todas as concentragdes de etileno maiores ou iguais a 100 pmol.L”,
sendo que nenhuma diferenga estatistica foi observada para o comprimento dos ramos laterais
primarios maior ou igual a 15 mm para partes aéreas crescidas em todas as concentragdes de
etileno testadas (FIGURA 4.8). Para a variavel comprimento de ramos laterais secundarios, partes
aéreas crescidas na concentracdo de 20 pmol.L” de etileno nio diferiram estatisticamente do
controle, sendo que partes aéreas crescidas na presenga de 40 e 60 pmolL’ de etileno
apresentaram média igual a zero. Redugdo estatisticamente significativa (p=0,05), em torno de
97 %, no comprimento dos ramos laterais secundarios foi observada para partes aéreas crescidas
na presenca de 100, 1.000 e 10.000 pmol L’ sendo que nenhuma diferenga estatistica foi

observada para as partes aéreas crescidas nestas 3 concentragdes de etileno testadas (FIGURA
4.9).



FIGURA 4.8- EFEITO DO ETILENO SOBRE O COMPRIMENTO DOS RAMOS
LATERAIS PRIMARIOS EM PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO
DE MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO /N VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrao da média.

FIGURA 4.9 - EFEITO DO ETILENO SOBRE O COMPRIMENTO DOS RAMOS
LATERAIS SECUNDARIOS EM PARTES AEREAS DO PORTA-
ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrao da média.
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Nenhuma alterag@o estatisticamente significativa (p=0,05) foi observada na massa fresca e
massa seca de plantulas crescidas em atmosfera enriquecida com 20, 40 e 60 pmol.L” de etileno.
Porém, redugdo estatisticamente significativa (p=0,05), da ordem de 31% para a massa fresca foi
observada para partes aéreas crescidas na presenga de 100 pmol. L™ de etileno. Ja para variavel
massa seca, redugdo estatisticamente significativa (p=0,05), da ordem de 34 e 28 %, foi
observada para partes aéreas crescidas nas concentragdes de 100 e 10.000 pmol.L! de etileno,

quando comparadas ao controle (FIGURA 4.10).

FIGURA 4.10- EFEITO DO ETILENO SOBRE A MASSA FRESCA E A MASSA SECA
EM PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA
MARUBAKAIDO CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrdo da média.

Partes aéreas crescidas em atmosfera enriquecida com etileno apresentaram significativa
(p=0,05) formagio de tecido de calo na base dos explantes, em todas as concentragdes de etileno
testadas (FIGURA 4.11). Aumento na forma¢do de massa fresca de tecido de calo da ordem de
931, 1.300 e 1.210 % foi observado na base de partes aéreas mantidas em atmosfera contendo 20,

40 e 60 pmol.L” de etileno. Para a variavel massa seca de tecido de calo foi observado aumento
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da ordem de 337, 544 e 455 % para calos crescidos na base de explantes cultivados na presenga

de 20, 40 ¢ 60 umol.L'I de etileno (FIGURA 4.12).

FIGURA 4.11 - EFEITO DO ETILENO SOBRE AS CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS E FORMACAO DE TECIDO DE CALO
NA BASE DOS EXPLANTES EM PARTES AEREAS DO
PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO
IN VITRO

100 pmol. L™ 1.000 pmol.L" 10.000 pmol. L™

FIGURA 4.12 - EFEITO DO ETILENO SOBRE A MASSA FRESCA E A MASSA
SECA DOS CALOS EM PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO
DE MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO /N VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrao da média.
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4.3 EFEITO DO ISOESTEVIOL E DE SEUS DERIVADOS AMINA E OXIMA SOBRE
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE INTERESSE PARA MICROPROPAGACAO
DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO

Nenhuma alteragdo estatisticamente significativa (p=0,05) foi encontrada para quaisquer
das variaveis avaliadas, quando partes aéreas do porta-enxerto de macieira foram tratadas com 0,
5, 10, 20 ou 40 pg.explante” de isoesteviol (FIGURA 4.13) ou de seus derivados amina e oxima,
demonstrando que o isoesteviol e seus derivados ndo exercem efeito sobre a taxa de
multiplicagdo (FIGURA 4.14), e, consequentemente sobre o numero (FIGURAS 4.15, 4.16, 4.17)
e comprimento dos ramos (FIGURAS 4.18, 4.19, 4.20) formados no periodo de cultivo, em

partes aéreas do porta-enxerto de macieira marubakaido crescendo in vitro.

FIGURA 4.13 — EFEITO DO ISOESTEVIOL SOBRE O ALONGAMENTO CAULINAR
DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO
CRESCENDO /N VITRO

0 pgexplante’ 5 pg.explante’ 10 pg explante’ 20 pg explante’ 40 pg explante’




FIGURA 4.14 - EFEITO DO ISOESTEVIOL E DE SEUS DERIVADOS AMINA E
OXIMA SOBRE A TAXA DE MULTIPLICACAO DE PARTES

AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO
CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrio da média.
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FIGURA 4.15 - EFEITO DO ISOESTEVIOL E DE SEUS DERIVADOS AMINA E
OXIMA SOBRE O NUMERO DE RAMOS PRINCIPAIS MAIORES
OU IGUAIS A 15mm DE COMPRIMENTO EM PARTES
AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO
CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrdo da média.
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FIGURA 4.16 - EFEITO DO ISOESTEVIOL EDE SEUS DERIVADOS AMINA E
OXIMA SOBRE O NUMERO DE RAMOS LATERAIS PRIMARIOS
MAIORES OU IGUAIS A 15mm DE COMPRIMENTO EM
PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA
MARUBAKAIDO CRESCENDO IN VITRO
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NOTA: Barras verticais indicam o erro-padrao da média.
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FIGURA 4.17 -EFEITO DO ISOESTEVIOL E DE SEUS DERIVADOS AMINA E

OXIMA SOBRE O NUMERO DE RAMOS LATERAIS SECUNDARIOS
MAIORES OU IGUAIS A 15mm DE COMPRIMENTO EM
PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA
MARUBAKAIDO CRESCENDO /N VITRO
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FIGURA 4.18 - EFEITO DO ISOESTEVIOL E DE SEUS DERIVADOS AMINA E
OXIMA SOBRE O COMPRIMENTO DOS RAMOS PRINCIPAIS
EM PARTES AEREAS DO PORTA-ENXERTO DE
MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO IN VITRO
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FIGURA 4.19 - EFEITO DO ISOESTEVIOL E SEUS DERIVADOS AMINA E
OXIMA SOBRE O COMPRIMENTO DOS RAMOS LATERAIS
PRIMARIOS EM PARTES AEREAS DO PORTA-

ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO /N
VITRO
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FIGURA 4.20 - EFEITO DO ISOESTEVIOL E DE SEUS DERIVADOS AMINA E
OXIMA SOBRE O COMPRIMENTO DOS RAMOS LATERAIS
SECUNDARIOS EM PARTES AEREAS DO  PORTA-

ENXERTO DE MACIEIRA MARUBAKAIDO CRESCENDO I[N
VITRO
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5. DISCUSSAO

5.1 ESTIMULACAO DA  LIBERACAO DE  ETILENO PELA  5F-
HOMOETILCASTASTERONA

A taxa de produgdo de reguladores do crescimento vegetal, dentre os quais o etileno e
brassinoesteroides, influenciam a diferenciagdo, a proliferagdo e o crescimento de células e
tecidos vegetais cultivados in vitro, podendo promover, inibir ou nio afetar a formacgio de
brotagoes laterais (LAMBARDI ef al., 1997).

Embora os brassinoesteroides apresentem atividade regulatéria sobre o crescimento das
plantas por si, em segmentos de hipocotilo estiolado de feijdo, brassinoesteréides mostraram-se
capazes de aumentar a biossintese de etileno através da estimulagio da atividade da ACC sintase,
(ARTECA, 1995a), enzima responsavel pela conversdo do acido aminociclopropano carboxilico
em etileno (OSBORNE, 1989), indicando que o etileno poderia agir como um mensageiro
secundario na via de transdugdo de sinal do brassinoesteroide.

Em plantas de tomate crescidas em solugdo hidroponica, foi observado aumento na
produgdo de etileno e ACC, quando as plantas foram tratadas com 0,5 e 1 uM de brassinolideo,
sendo este efeito reduzido quando foram utilizados inibidores da biossintese de etileno
juntamente com o brassinoesterdide (SCHLAGNHAUFER e ARTECA, 1985). Em ensaios de
inclinagdo de lamina foliar de arroz (CAO e CHEN, 1995), foi verificado aumento da produgdo
de etileno, em plantulas tratadas com 0,01 e 0,1 uM de brassinoesteroide, e concomitantemente,
aumento na atividade biologica. Entretanto, quando foi utilizado o cloreto de cobalto (CoCl;), um
mibidor da biossintese de etileno, houve redugdo no grau de inclinagdo na lamina foliar de arroz,
demonstrando que a resposta é dependente do etileno formado.

WOESTE et al., (1999) avaliando o efeito do EB sobre a biossintese de etileno em
plantulas de Arabidopsis thaliana, verificaram que o mesmo promoveu um aumento na taxa de
liberagdo de etileno quando foi utilizado na concentragdo de 0,5 uM, com um alto declinio nesta
taxa de liberagdo de etileno quando concentragGes mais elevadas foram utilizadas.

O efeito estimulatorio dos brassinoesterdides sobre a biossintese de etileno ¢ similar ao

efeito induzido pelas auxinas, visto que as auxinas também estimulam a biossintese de etileno
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através da estimulagdo da sintese de ACC sintase, resultando em um aumento da produgio de
ACC, o precursor imediato do etileno (SCHLAGNHAUFER e ARTECA, 1985).

Diversos estudos tém sugerido a existéncia de uma relagdo entre auxina e etileno, inibindo
o crescimento das gemas laterais (CLINE, 1991; JOHN, 1997). RUSSEL e THIMANN (1988)
demonstraram que a domnancia apical é removida se a producio de etileno for bloqueada. O
AVG, um inibidor da biossintese de etileno, tem se mostrado capaz de induzir a quebra de
dorméncia em gemas laterais em plantas de macieira crescidas a campo (WILLIAMS, 1980),
demonstrando que a indugio da brotagdo de ramos é estimulada pela remogdo do etileno. Em
estudos realizados por PEREIRA-NETTO ¢ McCOWN (1999) em mangabeira, demonstraram
que a inibigao da biossintese de etileno induzida por aumento da temperatura ou tratamento com
inibidores da biossintese de etileno, estimulavam o alongamento dos ramos laterais, e,
consequentemente, a quebra da dominancia apical.

O crescimento € o desenvolvimento de plantas in vitro nio ¢ governado somente pela
composi¢do do meio de cultura, mas também por constituintes da atmosfera interna do frasco,
tais como o oxigénio, o dioxido de carbono e o etileno (LAI ef al., 2000). O etileno é um dos
componentes mais importantes na atmosfera interna do frasco de cultivo, sendo sempre
produzido pelos tecidos e células cultivados in vitro (RIGHETTI ef al., 1990).

A taxa de liberagdo de etileno tem sido monitorada em experimentos com células e
tecidos de plantas cultivados in vitro (MARINO et al., 1995), sendo o regulador do crescimento
produzido a uma taxa que varia de 0,05 a 100 nl.g” (peso fresco)’.h™' (OSBORNE, 1989).

Estudos anteriores demonstraram que um derivativo fluoretado da 28-homoetil-
castasterona (28-HCTS), a SF-HCTS, estimulava a proliferagdo de brotagdes laterais no porta-
enxerto de macieira Marubakaido (Malus prunifolia) crescendo in vitro, enquanto que um
derivativo hidroxilado (OH-HCTS) e a forma nativa (28-HCTS) ndo apresentavam qualquer
efeito detectavel (SCHAEFER, 2002). Quando usado na dose de 0,5 pg.explante”, a SF-HCTS
estimulou a proliferagio de brotages laterais, o que resultou em aumento de 112% na taxa de
multiplicag@o de partes aéreas do porta-enxerto marubakaido (SCHAEFER ef al., 2002). Com o
objetivo de investigar um possivel envolvimento do etileno na proliferagio de brotagdes laterais
do porta-enxerto de macieira marubakaido estimulada por brassinoesterdides, foi monitorada a

taxa de liberagio de etileno por partes aéreas tratadas com 0,5 pg.explante”’ de 5F-HCTS, e



63

também foram crescidas partes aéreas do porta-enxerto de macieira em atmosfera enriquecida
com diferentes concentragdes de etileno.

De maneira similar ao que tem sido encontrado para partes aéreas de outras espécies
crescidas in vitro, a exemplo da mangabeira (PEREIRA-NETTO e McCOWN, 1999), observou-
se neste estudo aumento na taxa de liberagdo de etileno no periodo inicial de cultivo, sendo este
aumento seguido de uma redugdo progressiva que se prolongou até o final do periodo de cultivo,
tanto para partes aéreas tratadas com o brassinoesteréide, quanto para partes aéreas nio tratadas
com o brassinoesterdide. Todavia, partes aéreas tratadas com o SF-HCTS tenderam a apresentar
maior taxa de liberagio de etileno, quando comparadas a partes aéreas ndo tratadas com o SF-
HCTS. Este efeito estimulatério do brassinoesterdide sobre a liberagido de etileno por parte do
porta-enxerto marubakaido esta de acordo com resultados encontrados por KORABLEVA et al.
(2002), onde a aplicagio de 10 pugL” de 24-epibrassinolideo (EB) aumentou a producio de
etileno entre o primeiro e sétimo dia ap6s o tratamento de tubérculos de batata com a molécula,
tendo sido observado que o efeito estimulatério do EB desapareceu apds o sétimo dia de cultivo.

Partes aéreas do porta-enxerto marubakaido tratadas com 0,5 pg.explant”’ de SF-HCTS,
mantidas em ambiente hermeticamente fechado, por 10 dias, apresentaram padrio de liberagio
de etileno semelhante ao observado para partes aéreas ventiladas a cada 48 horas, todavia, as
taxas de liberagdo de etileno apresentaram valores aproximadamente 10 vezes maiores do que
aqueles apresentados por partes aéreas crescidas por 48 horas sem ventilagio (dados ndo
apresentados), sugerindo que partes aéreas do porta-enxerto de macieira marubakaido apresentam
producio autocatalitica de etileno.

Diversos estudos com o intuito de verificar o efeito do etileno na indugio, formagdo e
crescimento de partes aéreas tém sido realizados. O ctileno apresenta efeito estimulatorio ou
considerada (ECONOMOU, 1991).

DIMASI-THERIOU ¢ ECONOMOU (1995), ao aplicar 0,1 ppm de etileno, durante as
primeiras duas semanas de cultivo, verificaram aumento no numero e comprimento de ramos
laterais em um hibrido entre Prunus persica e P. amygdalus.

Ao estudar o efeito do etileno sobre a proliferagdo de ramos laterais em plantas de maméo
crescendo in vitro, LAl et al., (1998) verificaram um aumento de 41% no niimero de ramos

quando o nivel endogeno de etileno atingiu 0,06 ppm durante a primeira semana de cultivo,
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momento a partir do qual se procedeu a aeragdo dos frascos, aeragdo esta continuada nas duas
semanas subseqientes. Também em experimentos com mamdo, LAI ef al, (2000) observaram
aumento de 36% no numero de ramos e de 45% no numero de folhas formadas em plantas
tratadas com 0,2 ppm de etileno.

Tendo em vista que a aplicagdo de SF-HCTS, além de resultar na proliferagio de ramos
laterais no porta-enxerto marubakaido, também provocou aumento na taxa de liberagdo de
etileno, foram realizados testes com o objetivo de verificar a possibilidade do etileno agir como
um mensageiro secundario na via de transdug@o de sinal do brassinoesteroide. Todavia, partes
aéreas crescidas em atmosfera enriquecida com etileno em concentragdo igual ou superior a
20 pmol.L", apresentaram inibi¢io da formagiio de ramos laterais e do alongamento caulinar.
Partes aéreas crescidas em atmosfera enriquecida com 2,5; 5 e 10 umol.L” de etileno (dados ndo
apresentados) n3o apresentaram qualquer alteragio no comprimento ou numero de ramos
formados, quando comparadas a partes aéreas crescidas em atmosfera enriquecida com 20
pmol. L etileno.

Os resultados obtidos para partes aéreas crescidas em atmosfera enriquecida com etileno
demonstram que 0 aumento na taxa de multiplicagdo, resultante da estimulagio da proliferagdo de
ramos laterais no porta-enxerto marubakaido (SCHAEFER ef al, 2002) induzida pelo
brassinoesterdide SF-HCTS, nio é dependente, pelo menos diretamente, do aumento da taxa de

liberag@o de etileno.

5.2 AVALIAGAO DO EFEITO POTENCIAL DO ISOESTEVIOL E DE DOIS DERIVADOS
SOBRE O PADRAO DE CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DO PORTA-ENXERTO
MARUBAKAIDO CRESCENDO /N VITRO

O isoesteviol é um diterpenoide tetraciclico obtido a partir do esteviosideo (COSTA e
ALVAREZ,  1994). Brassinoesteroides, esteviosideos e giberelinas sdo conhecidos por
apresentarem precursor biossintético comum, sendo os trés grupos de compostos derivados do
metabolismo do acido mevaldnico (MVA) (BRANDLE et al., 2002).

O isosteviol é uma molécula derivada do esteviol, que por sua vez apresenta como
precursor imediato o acido ent-caurendico (BRANDLE et al., 2002). Nas vias biossintéticas de

giberelinas e do esteviol (BRANDLE et al., 2002) os passos anteriores a formagio do acido ent-
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caurenoico sdo idénticos. Tendo em wvista as similaridades entre as wvias biossintéticas, das
giberelinas e do esteviol, as semelhangas estruturais entre giberelinas, esteviol e
brassinoesteroides, o fato de giberelinas estimularem o alongamento caulinar (JUNTILA, 1993) e
brassinoesterdides estimularem a proliferagio de brotagGes laterais (SCHAEFER, et al., 2002),
testamos a possibilidade do isosteviol ¢ de dois derivados, o isoesteviol-oxima e o isoesteviol-
amina, respectivamente, com a adigio de um grupamento oxima e amina, no carbono 16, de
estimularem o alongamento caulinar e/ou a proliferagdo de brotagdes laterais no porta-enxerto de
macieira marubakaido.

De maneira algo que surpreendente, o isoesteviol e seus dois derivados ndo exerceram
qualquer efeito modulador sobre o alongamento caulinar ou sobre a proliferagio de brotagdes
laterais em partes aéreas do porta-enxerto de macieira marubakaido crescendo in vitro. Todavia,
outros estudos relacionados com o isoesteviol verificaram que o mesmo apresenta atividade
inseticida, sendo ativo contra o mosquito Aedes aegypti, além de também apresentar efeito
herbicida (IKAN et al., 1992).

Estudos realizados por MIYAZAWA et al., (1997) com arroz, demonstraram que a
aplicagdo de esteviol (isdmero do isoesteviol) juntamente com calcio-prohexadiona, um inibidor
da biossintese de giberelinas, aumentou o comprimento da bainha da segunda folha quando
baixas concentragdes de calcio-prohexadiona foram utilizadas. Entretanto, quando a calcio-
prohexadiona foi utilizada isoladamente, esta diminuiu o comprimento da bainha da segunda
folha de arroz, com um efeito pronunciado na dose de 10 ng.plantula™. Assim, podemos supor
que o esteviol e seus derivados esteviosideos podem apresentar atividade biologica semelhante a
giberelinas e brassinoesteroides, o que ndo foi comprovado neste estudo.

Muitos trabalhos relatam que diferengas na estrutura molecular de reguladores do
crescimento vegetal podem ser responsaveis por diferentes efeitos no desenvolvimento de
células, tecidos e orgdos vegetais. RAMIREZ et al. (2000), por exemplo, sintetizaram e
avahliaram a atividade biologica de cinco analogos do brassinoesteroide 28-homoetilcastasterona
através de testes de inclinagdo de lamina de arroz (Oriza sativa, var. Chuy) e de atividade
antiviral, demonstrando que a magnitude do efeito dependia da modificagdo estrutural na
molécula. Ja SAITO et al. (1998), relataram que as giberelinas com grupamento hidroxila na
posi¢do 38, tais como GA1 e GA4 sdo ativas na promogio do alongamento caulinar em plantas

superiores, enquanto que GA20 e GA9, que ndo possuem o grupamento hidroxila na posig¢ao 38,
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ndo apresentam capacidade de estimular o alongamento caulinar. As giberelinas A4 e¢ A9
(giberelinas n3o 13-hidroxiladas) promovem alongamento da parte aérea de pepino e de abobora
(espécies da Familia Cucurbitaceae), ao passo que as giberelinas GA1 e GA20 (giberelinas 13-
hidroxiladas) ndo estimulam o alongamento de partes aéreas em pepino e abdbora, mas o fazem
em plantas de arroz, ervilha e milho. Desta forma, verifica-se que a presenga ou nio do
grupamento hidroxila no carbono 3 ou 13 é determinante para que giberelinas apresentem ou ndo
capacidade de estimular o alongamento caulinar, sendo ainda a capacidade de resposta espécie-
dependente. Todavia, neste trabalho, nem a molécula de isosteviol na sua forma nativa nem em
duas formas derivadas apresentaram qualquer efeito sobre a arquitetura de partes aéreas do porta-
enxerto marubakaido crescendo in vitro.

As razfes pelas quais o isosteviol e seus derivados ndo apresentaram qualquer efeito
evidente sobre a arquitetura de partes aéreas do porta-enxerto marubakaido crescendo in vitro nio
sdo claras. Considerando que o isoesteviol tem apresentado atividade biolégica tdo diversa como
atividade inseticida, sendo ativo contra o mosquito Aedes aegypti, e atividade herbicida (IKAN et
al., 1992), foi com relativa surpresa que ndo foi observado nenhum efeito desta molécula ou de

seus dois derivados no sistema descrito nesta dissertagao.
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6. CONCLUSOES

1. A aplicagdo do brassinoesterdide SF-HCTS resulta na estimulagdo da liberagio de etileno

por partes aéreas do porta-enxerto de macieira marubakaido (Malus prunifolia) crescendo

in vitro.

2. O etileno possivelmente ndo age como mensageiro secundario na via de transdugio de
sinal do SF-HCTS no sistema utilizado neste trabalho uma vez que partes aéreas do porta-
enxerto marubakaido crescendo in vifro nao apresentam estimulacdo de proliferagdo de

ramificagGes laterais quando crescidas na presenga de etileno exogeno.

3. As moléculas derivadas do esteviosideo, isoesteviol e seus dois derivados, isoesteviol-
amina e isoesteviol-oxima, ndo exerceram efeito modulador sobre o alongamento caulinar
ou sobre a proliferacio de brotagdes laterais em partes aéreas do porta-enxerto de’

macieira marubakaido crescendo in vitro.
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