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RESUMO

Psychotria leiocarpa Cham. & Schlecht. &€ nativa do Brasil, Argentina e
Paraguai e tem ampla distribui¢do no Rio Grande do Sul. Esta espécie produz
um alcaldide indolico monoterpénico majoritario em folhas denominado N, B-D-
glicopiranosilvincosamida (GPV). O extrato alcaloidico do P. [eiocarpa

apresenta atividade analgésica inespecifica.

As plantas produzem uma ampla variedade de compostos organicos que
ndo participam diretamente do seu crescimento e desenvolvimento, os
chamados metabdlitos secundarios. Os metabdlitos secundarios
desempenham um importante papel ecolégico, auxiliando na adaptagéo da
planta ao seu ambiente. Os alcal6ides compdem uma classe de metabdlitos
secundarios que desempenham fungdes variadas na planta, incluindo protegéo
contra patdgenos, protegcdo contra radiagdo UV, reserva de nitrogénio e agdo

alelopatica.

O presente trabalho buscou otimizar protocolos de propagagéo via
germinagdo de sementes de P. leiocarpa, visando a obtengcdo de material
vegetal cataliticamente ativo para posteriores estudos de regulagdo de GPV.
Além disso, também visou elucidar os efeitos de diferentes qualidades de luz
no acumulo de GPV, no intuito de identificar o provavel sistema fotorreceptor
envolvido na regulagdo de acumulo deste composto.

Os resultados indicaram que a germinagdo da espécie € relativamente
lenta e irregular, sendo a semeadura logo ap6s a coleta ou ap6s 24 horas de
armazenamento sob baixas temperaturas (10 £ 2°C) bons protocolos de
propagagdo por sementes, atingindo percentagens totais de germinagéo de
cerca de 80% em trés meses. O uso de filtros para enriquecimento de radiagéo
visivel na faixa do azul, vermelho e vermelho-extremo incidente sobre as
plantulas aumentaram significativamente os teores deste alcaléide em relagéo
a incidéncia de luz branca de mesma intensidade, sem afetar o crescimento

das plantulas em peso seco ou o teor de hexoses e proteinas nas folhas. E
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sugerido um papel regulatério para luz na biossintese de GPV, possivelmente
envolvendo mais de uma classe de fotorreceptores atuando em conjunto.
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1. INTRODUGAO

1.1.  Género Psychotria

A denominagéo Psychotria L. é resultado de uma transformacao arbitraria
do nome Psychotrophum, cuja etimologia se encontra em duas palavras
gregas: psyche (alma) e trophos (alimento) (Dillenburg & Porto, 1985).
Psychotria € o maior género de Rubiaceae, pertencendo a subfamilia
Rubioideae e tribo Psychotrieae. Varios géneros de Rubiaceas sdo de uso
medicinal, entre os quais tém sido relatados Nauclea (Benoit-Vical et al., 1998),
Cephaelis (Yoshimatsu & Shimomura, 1991) e Psychotria (Adjibadé, 1989).
Muitas espécies destes géneros tém sido amplamente empregadas na

medicina popular.

Psychotria engloba cerca de 1.650 espécies no mundo todo, a maioria de
habito arbustivo, embora arvores, ervas, lianas e epifitas sejam também
conhecidas (Nepokroeff et al., 1999). Este género é taxonomicamente
complexo devido ndo somente ao grande numero de espécies no género e na
tribo, mas também pela relativa falta de caracteres morfolégicos disponiveis

para definir os grupos.

Dillenburg e Porto (1985) estudaram a tribo Psychotrieae no Estado do
Rio Grande do Sul e constataram a presenga de dez espécies do género
Psychotria: P. carthagenensis Jacq., P. birotula Smith & Downs mut. Char., P.
myriantha Mull. Arg., P. nitidula Cham. & Schlecht., P. brachyceras Mull. Arg.,
P. tenerior (Cham.) Mull. Arg., P. kleinni Smith & Downs, P. suterella Mull. Arg.,
P. brachypoda (Mull. Arg.) Britton (P. umbellata) e P. leiocarpa Cham. &
Schlecht.

Algumas espécies de Psychotria sédo importantes na medicina tradicional,
sendo que os usos internos mais freqlentes referem-se a afecgbes do aparelho
reprodutor feminino, auxiliar no pré e pés-parto, nas doengas brénquicas e nos
disturbios gastrointestinais. Quanto ao uso externo tem sido relatada aplicagéo

em afecgbes cutadneas, tumores, Uulceras, distarbios oculares, como



cataplasmas e banhos no tratamento de febre, dores de cabeca e de ouvido
(Perry, 1980; Adjibade, 1989; Lajis et al., 1993).

O género Psychotria € conhecido pela presenga de alcalbéides indélicos
monoterpénicos cuja origem biossintética € mista. Eles derivam do triptofano e
precursores terpendides e a natureza indélica monoterpénica implica, via de
regra, no envolvimento, ao menos, nas etapas iniciais da biossintese, das
enzimas triptofano descarboxilase (TDC) e estrictosidina sintase (STR)
(Kutchan, 1995; Roberts & Strack, 1999). P. colorata produz um alcaloide
denominado quimonantina, que apresentou atividade analgésica do tipo opidide
(Elisabetsky et al., 1997).

1.1.1. Psychotria leiocarpa Cham. & Schlecht.

P. leiocarpa (Figura 1) é nativa da Argentina, Paraguai e Brasil (Smith &
Downs, 1956). No Brasil é encontrada desde a Bahia até o Rio Grande do Sul,
onde tem ampla distribui¢gdo, ocorrendo no Litoral, Depress&o Central, Missées,
Serra do Sudeste, Encosta do Sudeste e Alto Uruguai (Dillenburg & Porto,
1985).

Esta espécie cresce como arbusto de até 2m de altura. As folhas
possuem lamina eliptica de base cuneada e apice acuminado, com 4-11cm de
comprimento e 1,5-3cm de largura (Figura 1). Possui estipulas interpeciolares

reduzidas a duas cerdas aciculares.

As inflorescéncias terminais sdo paniculas corimbiformes com bracteas
triangular-filiformes na base das ramificagées. As flores sdo hermafroditas, com
calice cilindrico e corola branca sub-rotada, tubo subcilindrico, 4(3-5) lobos
reflexos na flor completamente aberta, estames 4(3-5) inseridos na metade
superior do tubo alternados com os lobos da corola, anteras elipsoidais, estilete
inteiro. O fruto & drupaceo e tem coloragdo azul-violacea quando maduro, com
calice persistente (Figura 1). Possui duas sementes por fruto, com endosperma
abundante e aderente ao endocarpo pétreo. E uma espécie sem grandes

variagbes morfologicas. A floragdo ocorre entre os meses de novembro a



janeiro e a frutificagdo ocorre no periodo de abril a junho (Dillenburg & Porto,
1985).

Figura 1. Detalhe de ramos apicais e
infrutescéncias de Psychotria leiocarpa Cham. &
Schlecht. Diametro aproximado do fruto em
primeiro plano: 0,7cm.

P. leiocarpa € conhecida popularmente como erva-de-rato e contém
excelente percentagem do alcaléide emetina nas raizes (Lopes, 1998). No
Brasil, muitas psicétrias eméticas tém esta mesma denominagéo popular,
sendo a espécie Palicourea marcgravii St. Hil., a erva-de-rato verdadeira. Esta
denominacdo deriva do fato de que antigamente os frutos de Palicourea
marcgravii St. Hil. eram misturados a alimentos para matar ratos (Hoehne,
1978).

Leal (1994) avaliou a presenga de alcaldides, a toxicidade e a atividade
analgésica de extratos etanélicos de Psychotria leiocarpa em camundongos. O
trabalho demonstrou que os alcaldides parecem ser os principais responsaveis
pela bioatividade dos extratos. Segundo a autora, a administragédo do extrato
etandlico sugere uma agéo de origem central e que pode envolver mecanismos
opidides e outros relacionados a sedacdo de origem central, @ diminuigéo
motora e ptose palpebral. Por outro lado, a atividade analgésica estudada
(ensaio tail flickk demonstrou que o efeito nado foi especifico e nao
verdadeiramente indicativo de atividade do tipo opidide. Essa atividade
analgésica inespecifica do extrato etandlico de folhas de P. leiocarpa foi mais

tarde confirmada por Elisabetsky ef al. (1997).



Um alcaléide indol N-glicosilado, N, B-D-glicopiranosilvincosamida (Figura
2) foi identificado como o componente majoritario do extrato etandélico de folhas
de P. leiocarpa (Lopes, 1998) e apresentou estrutura inédita.

§'
»
»
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Figura 2. Estrutura de N, p-D-
glicopiranosilvincosamida. Glc =
glicose (Lopes, 1998).

OGle

1.2. Alcaldides

O termo alcalbide é derivado da palavra arabe “al-gali’, denominagdo
vulgar da planta da qual a soda foi originalmente obtida. Alcal6ides podem ser
definidos como compostos orgéanicos nitrogenados, de baixo peso molecular,
geralmente com estrutura heterociclica (Memelink et al.,, 2001), os quais
constituem os “principios basicos” farmacologicamente ativos, encontrados
predominantemente nas Angiospermas (Kutchan, 1995). Na sua grande
maioria, possuem carater alcalino, com exceg¢des tais como colchicina,
piperina, oximas e alguns sais quaternarios como o cloridrato de laurifolina
(Henriques et al., 2001).

Dentre as Angiospermas, segundo Robbers et al. (1996) os taxons
Apocynaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Rubiaceae, Solanaceae e
Berberidaceae sdo conhecidos pela presenca de grande nimero de espécies
produtoras de alcal6ides. Segundo Kutchan (1995) grande parte dos alcalbides
tem uso terapéutico, como quinina e quinidina isoladas de Cinchona sp.
(Rubiaceae), vincristina e vimblastina de Catharanthus roseus (Apocynaceae),
atropina e escopolamina de Atfropa belladona (Solanaceae), morfina e codeina

de Papaver somniferum (Papaveraceae).
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Desde a identificacdo do primeiro alcaléide, morfina, a partir do 6pio da
papoula, Papaver somniferum, por Sertirner em 1806, aproximadamente
16.000 alcaléides foram isclados e suas estruturas elucidadas (Facchini, 2001;
Memelink et al, 2001). Estes compostos apresentam uma grande
complexidade estrutural, tornando a sua elucidacdo em nivel metabdlico e
enzimatico dificil (Hughes e Shanks, 2002). Hipoteses detalhadas da
biossintese dos alcaldides tém sido desenvolvidas, mas existe ainda um longo
caminho para o entendimento de como muitos alcaléides séo sintetizados na
planta e de como suas biossinteses séo reguladas (Robers e Strack, 1999).

Alcal6ides ocorrem em muitas plantas medicinais e possuem uma longa e
importante histéria na medicina tradicional (Robers e Strack, 1999). O uso de
extratos de plantas contendo alcaldides como pogdes, remédios e venenos,
acontece desde o inicio da civilizagdo. Cerca de 13.000 plantas sdo conhecidas
por terem sido usadas como droga e aproximadamente 25% dos remédios
contemporaneos sdo derivados das plantas e usados como compostos puros
tais como o analgésico narcotico morfina, o analgésico e antitussivo codeina e
os agentes quimioterapéuticos vincristina e vimblastina (Kutchan, 1995). No
Brasil, estima-se que 25% do faturamento da industria farmacéutica nacional,
em 1996, seja originado de medicamentos derivados de plantas. Das espécies
vegetais da flora brasileira, apenas 8% foi estudada buscando compostos
bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (Garcia et al., 1996). Destas, 590 plantas sdo registradas no
Ministério da Satde para comercializagéo (Ortega et al., apud Guerra & Nodari,
2001).

Embora conhecidos como metabdlitos secundarios, os alcaldides
apresentam papel relevante para a existéncia dos vegetais. Varias sdo as
fungbes dos alcaléides nas plantas, principalmente na protegcdo contra
estresses ambientais. Alguns alcaldides protegem a planta contra a radiagédo
UV, devido ao fato de, em sua maior parte, serem compostos com nucleos

aromaticos altamente absorventes desta radiacdo (Jansen ef al., 1998).

Segundo Aniszewski et al. (2001), os alcaldides poderiam auxiliar na

manutencdo do equilibrio i6nico devido ao seu carater alcalino. Outras
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hipéteses tém sido levantadas, tais como, os alcaléides seriam produtos de
detoxificacdo de substancias nocivas geradas pelo metabolismo primario
vegetal; poderiam também atuar como agentes alelopaticos, muito
provavelmente inibidores da germinagéo, devido ao seu poder quelante e/ou
cititbxico e, embora existam poucas evidéncias, os alcal6ides poderiam
funcionar também como uma forma de reserva de nitrogénio (Henriques et al.,
2001).

A fungdo mais discutida na literatura refere-se a acédo dos alcal6ides como
compostos de defesa das plantas. Por serem produtos toxicos e a maioria ter
gosto amargo, eles protegem a planta de herbivoria e infecgéo por patégenos
(Wink, 1988; Facchini, 2001; Wittstock e Gershenzon, 2002). Entretanto, estes
compostos defensivos representam um custo relativamente alto para as plantas
devido aos recursos consumidos em sua biossintese, sua propria toxicidade ou
conseqiiéncias ecologicas de sua acumulagdo (Gershenzon, 1994).

Os alcaldides sdo dividos em varias classes como alcalbides tropanicos,
esterodais e indolicos. Em torno de 2.000 alcaldides inddlicos séo conhecidos e
esta classe de compostos pode ser subdividida em dois grupos: um grupo
maior conhecido como alcaléides indélicos monoterpénicos e um outro grupo,
com os demais alcal6ides inddlicos (Schripsema et al., 2001).

1.2.1. Alcaléides ind6licos monoterpénicos

Os alcaldides inddlicos monoterpénicos compreendem um grupo com
mais de 1.800 membros de rica diversidade estrutural. Este tipo de alcaldide
tem sido isolado em trés principais familias de plantas tropicas, Loganiaceae,
Apocynaceae e Rubiaceae, todas pertencentes & Ordem Gentianales (Roberts
e Strack, 1999).

Os alcaldides inddlicos monoterpénicos sdo, na maioria, derivados da
triptamina e do monoterpeno (secoiriddide) secologanina. Apesar da maioria
dos membros deste grupo ser derivada destes dois compostos, diversos
rearranjos do esqueleto original resultaram numa enorme variedade estrutural,
com grande numero de centros assimétricos. Conseqtientemente, a sintese
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destes compostos continua sendo um desafio e quase todos os membros
desse grupo usados na terapéutica ainda sdo obtidos a partir de extratos
vegetais. O sistema inddlico € derivado do aminoacido triptofano, o qual é
descarboxilado pela enzima citossolica triptofano descarboxilase (TDS),
formando ftriptamina. O secoiridéide secologanina e a triptamina séo
condensados pela enzima estrictosidina sintase (STR), formando estrictosidina,
um alcaldide glicosilado (Figura 3). Apds sua conversdo através da
estrictosidina p-glicosidase (SGD), o rearranjo da aglicona leva a varias
estruturas, sendo a estrictosidina o intermediario central de pelo menos 3.000
alcaléides (Hallard, 2000), dentre os quais estdo varios tipos de alcaldides

monoterpeno indblicos.

A sintese de estrictosidina, o precursor dos alcaldides indélicos, requer
trés compartimentos organelares. O triptofano e o terpendide precursor geraniol
dao sintetizados nos plastideos; o triptofano € entdo descarboxilado no citosol,
e as duas moléculas sdo condensadas no vacuolo (De Luca e St-Pierre, 2000).

A partir da sintese de estrictosidina, relativamente pouco se sabe sobre
os detalhes das rotas biossintéticas que levam a formagdo dos varios
alcal6ides e somente alguns compostos de grande importancia farmacolégica,
como a vincristina e a vimblastina, tiveram as ultimas etapas da sua

biossintese investigadas em detalhe.

A purificagdo de STR a partir de culturas de células de C. roseus foi
primeiramente descrita por Mizukami et al. (1979). Apds, um clone parcial de
cDNA foi isolado em C. roseus por McKnight et al. (1990); a seqliéncia
completa de Str de C. roseus foi publicada por Pasquali et al. (1992). A enzima
citosélica de TDC foi purificada por Noe et al. (1984) e seu gene foi clonado por
De Luca et al. (1989) e Goddijn et al. (1994). Secologanina é um iridoide
formado em varias etapas a partir do geraniol, o qual & primeiramente
hidroxilado pela enzima geraniol 10-hidroxilase (G10H). Em 1999, esta enzima
foi purificada e seu gene clonado a partir de culturas de células de C. roseus
por Collu (Collu apud Hallard, 2000).
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Figura 3. Biossintese dos alcaldides indoélicos em Catharanthus roseus (Van der Fits &
Memelink, 2000). AS, antranilato sintase; DXS, D-1-deoxi-xilulose 5-fosfato sintase; G10H,
geraniol 10-hidroxilase; CPR, citocromo P450 redutase; TDC, triptofano descarboxilase; STR,

strictosidina sintase; SGD, estrictosidina fB-D-glicosilase; D4H, desacetoxi-vindolina 4-
hidroxilase; DAT, acetil-CoA 4-O-deacetilvindolina 4-O- acetiltransferase.

A biossintese dos alcaldides nas plantas € frequentemente controlada
durante o desenvolvimento (De Luca & Laflamme, 2001) e em resposta a

estresses ambientais como infecgéo por microorganismos, ataques de insetos
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(herbivoria), ions de metais pesados, radiagdo UV e choque osmoético
(Facchini, 2001, Memelink et al., 2001).

13. Efeitos da luz e da ontogénese sobre o metabolismo

secundario

O desenvolvimento de cultura de células e tecidos vegetais como
sistemas laboratoriais tem facilitado a elucidagéo de rotas em niveis enzimatico
e metabdlico (Hughes e Shanks, 2002). Estudos em Atropa belladona e C.
roseus tém demonstrado que o estéddio de desenvolvimento, influéncia
ambiental, compartimentalizacdo celular e diferenciagcdo dos tecidos exercem
um efeito significativo na acumulagdo de alcaléides (De Luca e St-Pierre,
2000). Segundo os autores, alguns passos na biossintese de alcaldides

requerem estimulos ambientais, por exemplo, a luz.

A luz desempenha papel fundamental na vida das plantas ndo sé como
fonte de energia para a assimilagdo do carbono inorgénico - fotossintese, mas
também tem efeito significante no desenvolvimento e na expresséo de diversos
genes - fotomorfogénese (Kendrick e Kronenberg, 1994; Parks 2003). Dessa
maneira, a luminosidade acaba por afetar inclusive o metabolismo de varios
produtos secundarios (Siebert e Kadkade, 1980; Fett-Neto ef al.,1995; De Luca
et al., 1989; Henriques et al., 2004).

Estudos da biossintese de alcaldides inddlicos monoterpénicos em
plantulas em desenvolvimento de Catharanthus roseus, demonstraram que a
luz é essencial para o acimulo de vindolina, embora ndo seja necessaria para
a biossintese de catarantina (De Luca et al., 1989). A analise das enzimas
envolvidas na biossintese destes alcaldides em presenga ou auséncia de luz
indicou que, no caso dos alcaldides de C. roseus, uma acetiltransferase teve
sua atividade aumentada em cerca de dez vezes apO6s a exposi¢gdo de
plantulas estioladas a luz (De Luca et al, 1989). Essa atividade foi

correlacionada com o acumulo de vindolina apds exposigcao a luz.

Henriques et al. (2004), analisando os teores de GPV acumulados em
diferentes 6rgdos de plantas adultas de mata e de pléntulas de P. leiocarpa,
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constataram a baixa concentragdo ou auséncia deste alcaldide nos diferentes
6rgédos desenvolvidos no escuro, ao contrario dos altos conteidos encontrados
nos 6rgaos expostos a luz. Dessa forma, os autores sugerem o envolvimento
da luz no controle do acimulo de GPV. A luz pode ser necessaria para
ativagdo de enzimas ou transcricdo de genes biossintéticos da rota dos
alcal6ides. Alternativamente, o metabolismo do carbono fotossintético pode
estar relacionado a maior acumulagédo de GPV em plantulas crescendo na luz
pelo suprimento de intermediarios biossintéticos especificos, tais como as
moléculas terpénicas.

Além disto, Henriques et al. (2004) analisaram os teores de GPV em
plantulas assépticas cultivadas no escuro e luz com ou sem fornecimento de
sacarose exogena no meio. Constataram os menores conteudos de GPV em
plantulas sob escuro continuo, tanto na presenga quanto auséncia de
sacarose, comparados aos de plantulas crescidas na luz, sugerindo que a
biossintese do alcaldide no escuro ndo € limitado primariamente pelo

suprimento de carbono.

Como organismos fotoautotréficos e sésseis, as plantas dependem da
eficiéncia na captura da luz para competirem e reproduzirem-se com sucesso
em suas areas de ocorréncia. Para isso, estes organismos desenvolveram
dispositivos sensoriais muito sofisticados, para monitorar o status de varios
fatores da iluminagao: intensidade, duragéo, qualidade e dire¢do luminosas
(Parks, 2003). Segundo uma bem humorada analogia de Parks (2003), como
criangas escolhendo pastilhas de chocolate M&Ms de diferentes grupos de
cores antes de comé-los, as plantas utilizam varios fotorreceptores para
“escolher” as cores da luz incidente. Contudo, diferentemente das criangas que
normalmente comem todos M&Ms, independentemente da cor, as plantas
apresentam preferéncias por cores particulares da luz, fazendo das (ltimas

mais seletivas quanto ao que consomem.

Considerando apenas as regiées do espectro da luz visivel e proximas ao
infravermelho (400-850 nm) (Figura 4), as plantas desenvolveram as trés
maiores classes de fotorreceptores: os criptocromos (cry), as fototropinas
(phot) e os fitocromos (phy) — capazes de absorver a luz na faixa do azul (400-
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500 nm), do vermelho (600-700 nm) e do vermelho-extremo ou distante (700-
800 nm) (Héraut-Bron, 2001; Quail, 2002; Liscum, 2003).

Aparentemente, as plantas tém uma capacidade restrita na percepgao
das informacdes da luz ambiente. Entretanto, adaptativamente faz sentido
ajustar os processos morfo e ontogenéticos para as mesmas qualidades de luz
que os utilizados pelo aparato fotossintético. De fato, a maior parte da
fotomorfogénese das plantas é induzida por sinais na faixa do azul, vermelho e

vermelho-extremo (Liscum, 2003).
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Figura 4. Espectro eletromagnético da luz: suas diferentes
regides com respectivos comprimentos de onda.

Historicamente, o progresso na elucidagdo e entendimento sobre os
processos celulares e moleculares da fotomorfogénese tem se concentrado na
sinalizagao por luz vermelha. O descobrimento do fitocromo se deu cerca de 60
anos atras, quando se constatou que a regulagdo por luz da germinacéao de

sementes de alface (Lactuca sativa) operava através de um processo



17

fotorreversivel vermelho/vermelho-extremo (Flint, 1936; Borthwick et al.,1952;
Butler ef al., 1959).0 fitocromo nativo € uma cromoproteina dimérica soluvel de
aproximadamente 250 kDa. Cada dimero é composto por duas subunidades
equivalentes, cada uma consistindo de dois componentes: o croméforo -
molécula de pigmento que absorve luz — e a apoproteina — cadeia polipeptidica
(Figura 5A). Nas plantas superiores, o cromoforo do fitocromo € um tetrapirrol
linear, a fitocromobilina. Ha4 somente um croméforo por mondmero de
apoproteina e este esta ligado a proteina através de uma ligacao tioéter a um
residuo de cisteina (Parks, 2003; Taii e Zeiger, 2004).
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Figura 5A. Estrutura das formas Pr e Pfr do croméforo (fitocromobilina) e a regido do
peptideo ligada ao croméforo através de uma ligagdo tioéter. O croméforo é submetido a uma
isomerizacao cis-trans no carbono 15, em resposta a luz vermelha e vermelho-extremo. B.
Espectros de absorgéo de fitocromos purificados, nas formas Pr (fitocromo vermelho) e Pfr
(fitocromo vermelho-extremo). (Taiz e Zeiger, 2004).

O fotoreceptor pode existir em duas conformagdes fotointerconversiveis —
a forma biologicamente inativa Pr ou Fv (fitocromo vermelho, Amax ~670nm) € a
forma biologicamente ativa Pfr ou Fve (fitocromo vermelho-extremo, Amax
~730nm) (Figura 5B). Os espectros de absor¢do das duas formas, além de
apresentarem sobreposicdo, também apresentam pico de absorgéo na faixa do
azul: dessa forma os efeitos na conversao entre Pr a Pfr e vice-versa também
podem ser induzidos por esta qualidade de luz (Taiz e Zeiger, 2004; Parks,

2003).
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Os eventos fotomorfogénicos nas plantas mediados pelos fitocromos
incluem a produgéo de metabolitos secundarios como moterpenos (Yamaura e
Tabata, 1991; Tanaka et al., 1989; Yamaura et al., 1989). Este grupo de
pesquisadores do Jap&do mostrou que a promogéo de acumulo de terpenos em
plantulas estioladas de tomilho (Thymus vulgaris) € mediado pelo fitocromo.
Com ensaios de fotoconvers&o, nos quais as plantulas eram expostas a pulsos
subseqiientes de vermelho/vermelho-extremo, os autores confirmaram que o
fitocromo estaria envolvido na indugdo do acimulo ndo sé de monoterpenos,
mas também de varios outros terpendides superiores como p-cariofileno,

fitosterodis e carotenoides (Yamaura et al., 1991).

Além disso, tais estudos também demonstraram que a irradiagdo com luz
vermelha causou significativa redugdo das reservas de carboidratos nos
cotilédones com o decréscimo dos niveis de agucares, onde simultaneamente
varios terpendides foram formados. Com isso, os autores sugeriram que 0
fitocromo pode estar envolvido na ativagdo de um dreno de carbono dos
aglicares para as moléculas terpénicas (Yamaura et al., 1991).

Mesmo com grandes esforgos de pesquisadores, até o inicio da década
de 1990 ndo houve avancos significativos no sentido da identificagéo dos
fotorreceptores da luz azul. A partir de entdo, j& havia técnicas moleculares
disponiveis para a identificagdo de mutantes para respostas-chave a esta
qualidade de luz e o subsequiente isolamento de genes relevantes (Taiz e
Zeiger, 2004).

“Inicialmente, gragas a significativa homologia entre as seqiéncias
nucleotidicas, o gene que codifica para o criptocromo (cry1) foi chamado de
fotoliase — enzima microbial ativada pela luz azul que repara danos no DNA
causados por UV (Ahmad e Cashmore, 1993). Atualmente, os criptocromos
fazem parte da grande familia de cromoproteinas que absorvem luz na faixa do
azul que inclui as fotoliases, porém os criptocromos, tanto de animais quanto
vegetais, sdo incapazes de atividade de reparo de DNA (Lin e Shalitin, 2003;
Sancar, 2003). '

Criptocromo é uma cromoproteina de 75 kDa, e como as fotoliases,
apresenta um dominio PHR (photolyase-related) amino-terminal responséavel
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pela ligagdo ao croméforo e, conseqientemente, pela capacidade de absorgao
de luz. O croméforo seria constituido por uma flavina adenina dinucleotideo
(FAD), porgéo catalitica, € por uma pterina, molécula orgénica derivada da
pteridina que funciona como pigmento, absorvendo luz (Liscum, 2003; Taiz e
Zeiger, 2004).

Ahmad et al. (1998) demonstraram através da superexpressdo da
proteina CRY1 em plantas transgénicas de Arabidopsis que este fotorreceptor
estd envolvido na inibicdo do elongamento do caule e na indugdo de
biossintese de antocianinas. Plantas superexpressando CRY, apresentaram
hipocétilos cerca de 10 vezes menores que os hipocétilos de mutantes cry7,
porém acumularam antocianinas em niveis seis vezes maiores. Segundo 0s

autores, as plantas transgénicas mostraram-se supersensiveis a luz azul.

Recentemente, foi isolado phot? (anteriormente chamado de nph1) e phot
2, genes que codificam para fototropinas (Briggs e Christie, 2002). A metade C-
terminal da fototropina € uma quinase serina/trecnina e a metade N-terminal,
que mostra uma reagéo de autofosforilagdo dependente de luz azul, contém
dois dominios repetidos, cada um com aproximadamente 100 aminoacidos. A
cada. dominio da regifo N-terminal encontra-se ligado uma flavina
mononucleotideo (FMN), idéntica a porgédo flavina do FAD (Taiz e Zeiger,

2004). O maior envolvimento de fototropinas é com o crescimento fototropico.

Outro pigmento que também esta relacionado a fotopercepgéo da luz azul
é a zeaxantina, um carotenodide de cloroplasto. Contudo, tal pigmento esta mais
especificamente relacionado aos movimentos estomaticos das células-guarda
(Taiz e Zeiger, 2004).

Além dos fatores relacionados a luz afetarem o acimulo de metabdlitos
secundarios, a biossintese destes compostos é freglientemente, um processo
dependente da presenga de tecidos diferenciados ou de células especializadas,
isto &, com algum grau de diferenciagdo (Henriques et al., 2004; De Luca et al.,
1989; Yamaura, 1989; Zarate et al., 2001; Verpoorte & Maraschin, 2001). Como
regra geral, em vegetais ha uma nitida correlagéo positiva entre diferenciagdo

celular (organizagéo celular) e a produgdo de metabdlitos secundarios.
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Este aspecto pode ser compreendido mais facilmente quando se
considera que determinadas vias biossintéticas ocorrem em organelas
celulares especificas. Sabe-se que algumas etapas da biossintese de
monoterpendides ocorrem em plastideos (De Luca e St-Pierre, 2000), de modo
que a presencga e funcionalidade de tais estruturas é um pré-requisito para a

produgéo desta classe de alcaldides (De Luca e Laflamme, 2001).

Yamaura et al. (1989), combinaram os efeitos de fatores de luminosidade
aos ontogenéticos sobre o metabolismo secundario em plantulas de tomilho.
Estes autores constataram que o numero de tricomas glandulares foi
aumentado quando as plantulas eram expostas a luz e isto gerava maiores
acumulos de monoterpenoides. Dessa forma, a desenvolvimento de tricomas
glandulares estabeleceu-se como um sitio de sintese e/ou acumulo de

monoterpeno para esta espécie.

Em 1995, Rchid e Baccou observaram em cultura de células de Trigonella
foenum-graecum que altos conteudos de sapogeninas esteroidais foram
encontrados em células com cloroplastos funcionais (Rchid e Baccou, apud
Verpoorte e Maraschin, 2001). Por outro lado, uma correlagédo negativa entre o
contetido de clorofila e a produgédo de sapogeninas foi observada quando as
células foram mantidas em meio de cultura com alta concentracéo de sacarose
(127 mM). Estes aspectos sugerem que a auséncia de estruturas celulares
especializadas em algumas culturas seria responsavel pela ndo producéo, ou
pela produgdo em baixas quantidades, de metabdlitos secundarios.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho buscou otimizar protocolos de propagagéo via
germinagdo de sementes de P. leiocarpa, visando a obtengéo de material
vegetal cataliticamente ativo para posteriores estudos de regulagéo de GPV.
Além disso, também visou elucidar os efeitos de diferentes qualidades de luz
no acimulo de GPV, no intuito de identificar o provavel sistema fotorreceptor
envolvido na regulagdo de acumulo deste composto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Germinagao P. leiocarpa

Frutos de P. leiocarpa foram coletados em plantas crescendo
espontaneamente no Morro Santana em Porto Alegre-RS, em junho de 2003.
Apos a retirada manual das polpas dos frutos, as sementes foram
armazenadas em refrigerador 10 + 2°C por 17 dias. As sementes foram
submetidas a uma assepsia superficial com etanol 70% por 1 minuto, seguido
por 20 minutos em solugdo de hipoclorito de sbédio (2,5%), acrescido de duas
gotas de detergente neutro por 100 mL de solugéo, e a seguir foram lavadas
por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Apos a desinfestagao, as
sementes foram submetidas a 12 horas de embebigéo em agua bidestilada e
autoclavada. As sementes foram semeadas em copos plasticos de 30 mL
contendo uma mistura de solo e vermiculita (1:1) previamente autoclavada por
45 minutos a 120°C e 1,5 atm. Utilizaram-se oito sementes por repetigdo e 13

repeti¢oes, totalizando 104 sementes.

Um segundo lote de frutos de P. leiocarpa foi coletado em junho de 2004.
Ap6s a retirada manual das polpas dos frutos, as sementes foram divididas em
7 grupos. O primeiro grupo foi semeado imediatamente apos a retirada das
polpas e desinfestagdo conforme metodologia descrita acima. Outros dois
grupos foram similares ao primeiro, sendo que, apos a desinfestagdo, foram
submetidos a um periodo de 5 horas de embebigdo em agua bidestilada e
autoclavada ou em solugdo contendo 5 mg/L de &cido giberélico (GA;). O
quarto e quinto grupos de sementes foram armazenados durante um dia em
refrigerador 10 + 2°C ou em estufa 50 + 2°C e a seguir foram desinfestados
como descrito anteriormente. Os Ultimos dois grupos foram armazenados por
sete dias em refrigerador 10 * 2°C, desinfestados conforme descrito
anteriormente e submetidos a 5 horas de embebigdo em agua bidestilada e
autoclavada ou em solugdo contendo 5 mg/L de GAs. Foram utilizadas oito
sementes por repeticdo e 11 repeti¢des por tratamento.
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Todas as sementes foram semeadas em copos plasticos de 50 mL
contendo uma mistura de solo e vermiculita (1:1) previamente autoclavada por
45 minutos a 120°C e 1,5 atm. Os copos foram mantidos em pequenas estufas
de 60 x 100 cm cobertas com plastico transparente em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas/dia (RF.A. de ~60 pmol.m?.s™, lampadas
fluorescentes brancas) e temperatura de 28 + 2°C. Mensalmente, avaliou-se o

tempo medio e a percentagem total de germinagao.

3.2 Efeito da qualidade de luz no aciimulo de GPV

Para identificar o sistema fotorreceptor envolvido na regulagdo da
biossintese de GPV, realizou-se um experimento utilizando-se filtros
enriquecidos para diferentes comprimentos de onda. Plantulas com seis a dez
folhas oriundas da germinagdo em solo/vermiculita descrita anteriormente
foram regadas com 0,1x MS (Murashige & Skoog, 1962) e, apds sete dias,
foram submetidas a filtros de celofane enriquecidos em trés diferentes faixas de
luz: azul, vermelho e verde; este Gltimo enriquece a faixa do vermelho-extremo,
uma vez que as plantas ndo absorvem luz verde. Um filtro transparente foi
utilizado como controle. Os filtros foram estabelecidos de acordo com Lin &
Yang (1999) e Héraut-Bron et al. (2001) e seus espectros de absorbancia
encontram-se ao fim deste trabalho (ver ANEXQO). A R.F.A. incidente nas
plantulas (pos-filtro) foi normalizada entre todos os tratamentos (~33 pmol.m’

“§)

Plantulas foram coletadas aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias de exposic¢éo tanto
para quantificacdo dos teores de GPV quanto para analises do conteldo
protéico e de carboidratos, detalhadas a seguir. As amostras foram congeladas
com nitrogénio liquido e armazenadas a -5°C até a realizagdo das
quantificagbes, sendo que as plantulas coletadas para analise de GPV foram
previamente liofilizadas e tiveram seu peso seco final medido.
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3.2.1. Extragao e analise de GPV

Para quantificagdo de GPV, amostras de partes aéreas de plantulas foram
normalizadas para peso e volume de extragdo, ou seja, a razdo massa de
tecido para volume de metanol foi mantida em cerca de 0,5. As amostras foram
maceradas com nitrogénio liquido e a extragao foi feita em metanol absoluto
(grau HPLC) por sonicagéo por 30 minutos e centrifugagdo a 5.000 x g por 10
minutos; o sobrenadante foi recuperado para as analises.

As analises quimicas dos extratos metanolicos de P. leiocarpa foram
feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando o modelo
Waters Alliance 2690, com sistema de fotodiodos em série (detector UV a
280nm). As analises foram desenvolvidas usando uma coluna de fase reversa
C18 (Hewlett-Packard ODS Hypersil, 5 pm, 100 mm x 2,1 mm). A fase movel
constituiu-se de solvente A (MeOH-H;O, 40:60) e solvente B (MeOH, 100%),
num gradiente de 5 minutos em 100% de A, 10 minutos em gradiente linear de
100% de A para 100% de B e 5 minutos em 100%B, com fluxo de 0,2 mL.min"".

Para a quantificacdo de GPV, 10 ou 20 uL das amostras de cada extrato
metandlico foram injetados e uma curva padrédo externa foi gerada com padréo
de GPV auténtico purificado e isolado de folhas. A identificagcdo do alcalbide foi
feita por meio de analise de tempo de retengdo (TR), espectro UV e co-
cromatografia com alcal6ide padréo. Os teores de GPV nas amostras de parte
aérea de plantulas de P. leiocarpa foram expressos em percentagem do peso

seco extraido.

3.2.2. Extracgdo e analise de proteinas e hexoses sollaveis totais

Para extragéo e analise protéica utilizou-se o método de Bradford (1976),
no qual o corante utilizado (Coomassie Brilliant Blue G-250) reage e detecta
residuos de aminoacidos, especialmente os basicos. Para exiragdo de
proteinas sollveis totais, pulverizou-se cerca de 20 mg de massa fresca foliar
em nitrogénio liquido e adicionou-se 1 mL de tampao Tris-HCI a 50 mM. As

amostras foram vigorosamente agitadas por 1 minuto; incubadas em gelo por
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10 minutos; novamente agitadas por 1 minuto e centrifugadas a 18.000 x g por
12 minutos a 4°C; o sobrenadante foi recuperado para as analises.

Para a quantificagdo de proteinas solGveis totais, 5 uL de amostra de
cada extrato foi incubado por pelo menos 10 minutos com o reagente de
Bradford e as leituras foram obtidas a 595 nm, usando o modelo SpectraMax
250 da Molecular Devices (Laboratério do Prof. Jorge Guimardes, CenBiot-
UFRGS). Uma curva padrdo de BSA (albumina sérica bovina) foi gerada e os
teores protéicos foram expressos em mg de proteina por mg de massa fresca

extraida.

Para extragdo e analises de hexoses sollveis totais, utilizou-se o método
de Dubois et al. (1956) com algumas adaptagdes propostas por Ghosh e
Majumdar (2003), no qual solugGes contendo aglicares quando incubadas com
acido sulfurico, por hidrélise acida, geram uma coloragéo laranja-amarelada
gragas a reagao com fenol. Para extragédo de aglcares sollveis totais, incubou-
se cerca de 10 mg de massa fresca foliar em 1 mL de etanol 80% P.A. por 15
minutos em banho de 75°C; o sobrenadante foi recuperado. Repetiu-se o
processo, porém adicionando 500 pul de etanol 80%. A combinagdo dos

sobrenadantes foi utilizada para a quantificacéo.

Para a quantificagdo de hexoses soluveis totais, aliquotou-se 500 pL de
amostra de cada extrato, diluiu-se no mesmo volume de etanol 80% e incubou-
se por 20 minutos com 1 mL de fenol 5% (p/v) e 5 mL de acido sulftrico
concentrado. Uma curva padrdo de D-Glicose foi gerada e as leituras
procedidas a 490 nm, usando o modelo SpectraMax 250 da Molecular Devices.
Os teores de hexoses totais foram expressos em mg de hexoses por de massa

fresca extraida

3.3. Analises estatisticas

Os dados foram analisados para homogeneidade .de variancias e por
ANOVA, seguida por teste de Duncan, quando apropriado, p < 0,05 ou 0,15
(Rohlf e Sokal, 1969). Foi utilizado o programa estatistico SPSS for Windows
versdo 12.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Germinagao de P. leiocarpa

Verificou-se em experimento de germinagao nao asséptica que, trés
meses apos a semeadura, a exposigao das sementes de P. leiocarpa a alguns
tratamentos geraram efeitos positivos na germinacdo. Via de regra, 0s
tratamentos Tc, T1, T2 e T3, nos quais as sementes foram semeadas dentro de
um curto intervalo de tempo ap6s a coleta (e subseqiiente retirada das polpas)
geraram resultados significativamente melhores na percentagem total de
germinagdo (70,4; 79,5; 67 e 82,9 respectivamente) (Figura 6) - excegéo ao
tratamento T4, no qual as sementes passaram por 24 horas em estufa (50 +
2°C), que resultou na inibigdo completa da germinagdo. De fato, percebe-se
que os tratamentos sob temperaturas baixas resultaram em percentagens mais

altas de germinacao.

Contudo, quando o periodo de exposicdo das sementes a baixas
temperaturas foi prolongado de um para sete dias (tratamento T3 comparado
aos T5 e T6 — 29,5 e 25, respectivamente), ocorreu uma significativa redugéo
da percentagem total de germinacdo. Alternativamente, isto pode sugerir um
efeito negativo das embebi¢cbdes dos tratamentos TS5 e T6 quando aliadas a

maiores periodos sob baixas temperaturas.

O tratamento T7 apresentou eficiéncia de germinacgdo intermediaria
(56,7%), o que pode sugerir que os efeitos inibitérios dos tempos de exposigdo
a baixas temperaturas utilizados nos tratamentos T5 e T6 podem ser
recuperados com exposigdes mais longas (cerca de duas ou mais semanas).
Apesar de a mesma populagdo de plantas ter sido utilizada para coleta de
frutos, a comparagdo s6 pode ser feita com cautela, pois .o tratamento T7 foi
conduzido com sementes de 2003. O efeito de exposicdo a GA; durante a
embebigdo foi pouco expressivo, possivelmente em fungéo do pouco tempo de
tratamento ou pela lenta absorgdo de solugéo circundante pelas sementes.

Alternativamente, a presenca endégena de GAs nas sementes pode néo ser
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limitante & mobilizagéo de reservas e alongamento do embrido (Tzaiz e Zeiger,
2004).
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Figura 6. Experimento de germinacdo de sementes de P. leiocarpa, trés meses apbs
semeadura. Barras brancas referem-se a percentagem total de germinacao; barras
pretas ao tempo médio de germinagdo em meses. Tc = semeadura imediatamente
apos coleta; T1 = semeadura apds coleta + 7 horas de embebigdo em agua bidestilada
e autoclavada; T2 = semeadura ap6s coleta + 7 horas de embebigdo em solugédo de GA
(5 mg/L); T3 = semeadura apds um dia sob 10 + 2°C; T4 = semeadura ap6s um dia sob
50 + 2°C; T5 = semeadura apos sete dias sob 10 £ 2°C + 7 horas de embebigéo em
agua bidestilada e autoclavada; T6 = semeadura apos sete dias sob 10 + 2°C + 7 horas
de embebigdo em solugao de GA (5 mg/L); T7 = semeadura apés 17 dias sob 10 + 2°C
+ 12 horas de embebigdo em agua bidestilada e autoclavada. Foram utilizadas
sementes de frutos coletados no ano de 2004, excegédo para o tratamento T7 que
utilizou meaterial coletado em 2003. Barras compartilhando letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (p< 0,05).

O tratamento T7 apresentou eficiéncia de germinacéo intermediaria
(56,7%), o que pode sugerir que os efeitos inibitérios dos tempos de exposi¢cao
a baixas temperaturas utilizados nos tratamentos T6 e T6 podem ser
recuperados com exposi¢gbes mais longas (cerca de duas ou mais semanas).
Apesar de a mesma populacdo de plantas ter sido utilizada para coleta de
frutos, a comparagédo s6 pode ser feita com cautela, pois .o tratamento T7 foi
conduzido com sementes de 2003. O efeito de exposicdo a GAz durante a
embebigdo foi pouco expressivo, possivelmente em fun¢do do pouco tempo de
tratamento ou pela lenta absorgdo de solugéo circundante pelas sementes.

Alternativamente, a presenga endégena de GAs nas sementes pode nédo ser
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limitante a mobilizagao de reservas e alongamento do embrido (Taiz e Zeiger,
2004).

Por fim, com exce¢do do tratamento T4, no qual nenhuma semente
germinou, os tratamentos TS, T6 e T7 apresentaram germinagao mais lenta
(2,38; 2,68; 2,14 meses) que os demais (cerca de 1,8 meses). Isto reforca o
fato de que os tratamentos Tc, T2 e principalmente os T1 e T3 perfazem os
melhores protocolos de germinagao nao asséptica para esta espécie.

4.2. Efeito da qualidade de luz no acimulo de GPV

G|2 -|
a a
018 - — 2 =
e4a ‘ - & 9 ||
0,14 | [ tb %8 a
gé- 012 ‘ a E iy — O transparente
; 01 - a a b* 0O azul
a . = — | bl || 0 vermelho
@ % ‘ S8 . | |0 vermelho-extremo
006 1 g
0,04 ‘
0,02 -
0 ! T ] 1 : . 1
5 10 15 20 25

tempo (dias)

Figura 7. Efeito da qualidade de luz no acimulo de GPV (% do peso seco) em
plantulas de P. leiocarpa. Barras compartilhando letras iguais ndo diferem entre si

pelo teste de Duncan (p< 0,15). Letras com asterisco indicam diferencas
significativas para p< 0,05.

Em experimento realizado com filtros enriquecidos para diferentes faixas
de luz, observa-se que ha um incremento nos teores de GPV (% do peso seco)
acumulados por plantulas de P. leiocarpa ao longo do tempo (Figura 7).
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Independentemente da qualidade de luz, plantulas aos 15, 20 e 25 dias
apresentaram contetdos de GPV maiores que os de plantulas amostradas aos
5 e 10 dias. Isso concorda com dados da literatura para esta espécie que
sugerem que o acumulo de GPV é regulado pela ontogenia (Henriques et al.,
2004).

Algumas evidéncias tambéem suportam a relevancia do fator ontogenético
na produgdo e/ou acimulo de metabdlitos secundarios. Exemplos sdo os
estudos que correlacionam a funcionalidade de cloroplastos e numeros de
estruturas diferenciadas (tricomas glandulares) a maiores niveis de compostos
como sapogeninas esteroidais e monoterpendides, respectivamente (Rchid e

Baccou, apud Verpoorte e Maraschin, 2001; Yamaura et al.,1989).

Estes dados dos teores de GPV ficam especialmente crescentes ao longo
do tempo ao analisar-se as medigbes de peso seco (pardmetro de crescimento
adotado), os contetdos protéicos e de aglcares (hexoses totais) da Figura 8.
Primeiramente, observa-se que os diferentes filtros ndo causaram diferengas
significativas entre si no parametro peso seco (Figura 8A), sugerindo uma certa
homogeneidade e estabilidade das plantulas ao longo do tempo neste quesito.

Além disto, ao analisar-se os graficos, pode-se inferir que ao passo que
os niveis de GPV acumulados séao incrementados ao longo do tempo, 0s niveis
de proteina e de aglUcares decaem. Isso condiz com dados relatados na
literatura, nos quais Yamaura et al. (1989) demonstraram que a irradiagdo com
luz vermelha causou uma redugéo significativa dos teores de carboidratos nos
coltiiédones de plantulas de tomilho, com simultdnea produgdo de varios

terpenodides.

No presente estudo, ndo foram amostrados os cotilédones, porém mesmo
assim os resultados suportam uma condigdo transiente das pléantulas quanto a
obtengdo de autonomia fotoautotrépica. Ou seja, ao passo que as reservas
protéicas e, principalmente, de agucares (decaimento mais acentuado ao longo
do tempo) vdo se esgotando, o individuo passa a ativar seu metabolismo
fotossintético. A maior acumulagéo de GPV pode estar relacionada a isto, pois
ha um maior suprimento de intermediarios especificos, tais como as moléculas
terpénicas. Ao menos em Catharanthus roseus, a secologanina, intermediario
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da biossintese da maior parte dos alcaldides indélicos monoterpénicos, deriva
da rota plastidica da DXS (D-1-deoxi-xilulose 5-fosfato sintase) (Memelink et
al., 2001), sendo necessaria a presenga e plena funcionalidade destas
estruturas para a produgao destes compostos (De Luca & Laflamme, 2001).

Paralelamente, observou-se o efeito indutor das diferentes faixas de luz
no acimulo de GPV quando comparadas ao filtro transparente (Figura 7). Esta
tendéncia é clara nos dias 5 e 25, e gera diferengas relevantes nos demais
tempos. Estes resultados sugerem uma atuagdo conjunta de diferentes
sistemas fotorreceptores.

Em uma revisdo recente de Parks (2003), é discutida a complexidade
experimental quanto ao isolamento das respostas fotomorfogénicas. Em
contraste com a sensibilidade da regido do vermelho/vermelho-extremo que
ocorre exclusivamente através dos fitocromos, as regiées proximas ao UV e
azul sdo acessiveis a todos fotorreceptores conhecidos, inclusive aos
fitocromos. Como resultado, um perigo iminente acompanha os delineamentos
de ensaios fotobioldgicos de sensibilidade a luz vermelha em plantas: eles ndo
relevam a potencial interagdo entre as diversas familias de fotorreceptores
conhecidos. Na natureza, as plantas quase nunca vivenciam condigdes de luz
ambiente unicamente deficientes em uma regido especifica do espectro. Isto
significa que ndo existem estancias praticas durante o crescimento e
desenvolvimento de uma planta nas quais somente o fitocromo atue e controle
as respostas. O isolamento fotobiologico experimental deve relevar que as
fungdes dos fitocromos normalmente atuam orquestradas com outras classes
de fotorreceptores, sendo que eventos de co-ativagdo sdo essenciais para

respostas fotomorfogénicas.

Analisando-se os niveis protéicos dos tempos 10 e 20, observa-se que
plantas tratadas com o filtro vermelho-extremo apresentaram os menores
teores (Figura 8B). Contudo, nestes mesmos tempos amostrais, tal tratamento
gerou contetdos elevados de GPV (Figura 7), equiparaveis aos tratamentos
azul e vermelho. Uma vez que a forma ativa do fitocromo é o Pfr, esperava-se
que os niveis de GPV fossem menores nos tratamentos com vermelho-

extremo. Contudo, sabendo-se da baixa irradiancia a qual as plantulas estavam
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submetidas, tal perfil de resposta poderia se enquadrar nas VLFRs (do inglés,
Very Low Fluence Responses).

Algumas respostas dos fitocromos podem ser iniciadas por fluéncias
muito baixas de luz e sdo saturadas. A pouquissima quantidade de luz
vermelha necessaria para induzir VLFRs converie menos que 0,02% do
fitocromo total a forma Pfr. Uma vez que o vermelho-extremo, que
normalmente reverteria o efeito do vermelho, converte 97% do Pfr a Pr (pois
ambos absorvem luz vermelha — Figura 5B), aproximadamente 3% do
fitocromo permanece como Pfr — significativamente mais do que o necessario
para induzir VLFRs. Assim, as respostas nesses niveis de irradiancia ndo sdo
fotorreversiveis (Mandoli e Briggs, 1984 apud Taiz e Zeiger, 2004).

5. CONCLUSOES

Dentre os tratamentos estudados no presente trabalho, os que resultaram
em maiores porcentagens totais de germinagdo e menores tempos médios de
germinagdo foram os que n&o envolveram periodos muito prolongados de
armazenamento. A semeadura imediatamente ap6s a coleta ou apds
armazenamento por 24 horas em refrigerador (10 + 2°C) resultaram em cerca
de 80% de germinagdo em aproximadamente 1,8 meses. A embebi¢cdo em
presenca de GA3; na concentragdo e tempos avaliados ndo apresentou efeitos

relevantes na germinagéo subsequente.

O acumulo de GPV mostrou ser regulado pelo desenvolvimento e por
qualidade de luz. Os filtros utilizados aumentaram os teores de GPV de
plantulas quando comparados ao controle transparente, sem no entanto alterar
de forma expressiva parametros relacionados ao crescimento como peso seco
das plantulas, contetudo protéico ou de hexoses sollveis. As respostas obtidas
podem refletir uma atuacdo em conjunto de diferentes sistemas
fotorreceptores, uma vez que os espectros de absorgdo dos fitocromos e

criptocromos apresentam certa sobreposi¢ao.
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Constatou-se indugéo de acimulo de GPV nas plantulas em resposta ao
enriquecimento com vermelho-extremo. Tal perfil remete as respostas de
fluéncia muito baixa (VLFRs), uma vez que a irradidncia adotada no

experimento foi de ~33 pmol.m?.s™.

6. PERSPECTIVAS

Os préximos estudos realizados continuardo nesta mesma linha de
pesquisa, porém deverao preencher lacunas deixadas pelo presente estudo.
Serdo realizados ensaios nos quais a irradiancia sera incrementada, visando
elucidar mais detalhadamente as respostas envolvendo as formas de fitocromo.
Estudos mais detalhados em sistemas de resposta répida (p. ex. folhas
isoladas), com diferentes niveis de irradiancia enriquecida em vermelho ou
vermelho-extremo aplicados de forma breve e sucessiva, poderdo esclarecer
sobre o tipo de resposta & luz que regula a produgdo de GPV mediada por

fitocromo.
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ANEXO: Espectros de absorbancia dos filtros utilizados
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