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RESUMO

O hormdnio ecdisterdide (ECD) 20-hidroxiecdisona (20E) estd presente em
todos os artropodes (zooecdisterdides, ZEs) e em algumas plantas (fitoecdisterdides,
PEs). Os ECDs podem apresentar aplicabilidade agroquimica, biotecnoldgica, medicinal
& farmacolégica'. Com o objetivo de se analisar a presenga e os teores do PE 20E durante

o crescimento e desenvolvimento inicial do ipé amarelo (Handroanthus serratifolius

(Vahl) S.0. Grose), os aspectos morfologicos foram primeiramente analisados. A

.caracterizag@o morfoldgica possibilitou: i) a identificacio do nicleo seminifero, radicula,

raiz primdria, raiz secunddria, epicétilo, tegumento, cotilédone, edfilo, folha, caule e
raizes e i) a individualizagéo das diferentes partes da planta. Em seguida, realizou-se a
andlise espacial e temporal de 20E por meio da técnica de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) durante 186 dias apés a embebicdo da semente. As analises
cromatogréficas do extrato metandlico de sementes nfio embebidas; sementes embebidas;
sementes embebidas apresentando radicula, raiz priméria e cotilédones; epicotilos;
eofilos; folhas; caules; e, raizes revelou a presenga de uma molécula que apresenta o
mesmo tempo de retengio de 20E, com excecio dos eéfilos. Andlise da matéria seca nos
diferentes dérgéos e; c!a porcentagem desta molécula possibilitou a determinagdo de seu
acumulo em sementes durante a germina¢do do embrido, folhas, epicétilos, caules e
raizes. Em cotilécfones, a quantidade desta molécula decresce atingindo teores nio
detectaveis. Coleti*:falnente-, os resultados demonstram que uma molécula que apresenta o

mesmo tempo de retengdo de 20E ¢ detectada em ipé amarelo durante seu crescimento e
desenvolvimento inicial, sendo acumulada em todos os orgdos analisados, exceto em
eofilos. Anélises de espectrometria de massas determinaro a identidade precisa desta

molécula.

Palavras Chaves: substdncia de defesa, biossintese, cromatografia liquida,

fitoecdiesterdides (PEs).
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ABSTRACT

The ecdysteroid (ECD) hormone 20-hydroxyecdysone (20E) is found in all
arthropods (Zooecdysteroids, ZES) and some plants (Phytoecdysteroids, PEs). The
ECDs may have agrochemical, biotechnology, medical and pharmacological
applicability. In order to analyze the presence and levels of PE 20E during growth and
early development of yellow ipe (Handroanthus serratifolius (Vahl) SO Grose),

morphological features were first analyzed. The morphological characterization
revealed: i) the identification of the seminiferous nucleus, root, primary root, secondary
root, epicotyl, mtegument cotyledon, first eophyll, leaf, stem and roots and ii) the
individualization of the different plant parts. The 20E spatial and ternporal analysis was
performed by h‘lgh performance liquid chromatography (HPLC) during 186 days after
seed imbibition. The HPLC analysis of the methanol extract of seeds, not imbibed;
imbibed seeds; imbibed seeds showing radicle, cotyledons and primary root; epicotyl;
eophylls; leaves; stems; and roots showed the presence of a molecule that has the same
retention time of 20E, except eophylls. Analysis of dry mass in the different organs and
the percentage of this molecule allowed determination of its accumulation in seeds

during germination of the embryo leaves epicotyl, stems and roots. In cotyledons, the

amount of this molecule decreases reaching undetectable levels. Collectively, the results
demonstrate that a molecule that has the same 20 retention time was detected in yellow
ipe during initial growth and development, and it is accumulated in all organs analyzed

except for eophylls. Mass spectrometry analysis will determine the precise identity of

this molecule.

Keywords: defense substance, biosynthesis, high performance liquid chromatography
(HPLC), phytoecdysteroids (PEs).
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1 CONTEXTUALIZACAO

O manejo de insetos praga estd enfrentando um grande desafio econdmico e
ecoldgico uma vez que a maioria dos pesticidas sintéticos pode representar um grande
risco aos humanos e ao ambiente. Uma variedade de novos agentes que controlam

insetos foi desenvolvida, muitos com novos mecanismos de agio. A crescente demanda
por produtos de origem natural tem se intensificado nas ultimas décadas & medida que

sdo amplamente utilizados como compostos biologicamente ativos e estd sendo
considerada uma importante alternativa para o manejo sustentavel de insetos praga na
agricultura, pois sdo biodegradaveis e potencialmente adequados para o uso de
programas de gestﬁﬁ integrada (RATTAN, 2010).

E importante ressaltar que o estudo sistemdtico de plantas envolve conhecimentos
‘em vérias dreas, como por exemplo: antropologia, bioquimica, genética, fisiologia
vegetal, botanica, quimica e farmicia, entre outras. O estudo interdisciplinar pode
permitir o estudo sistemético de cada espécie, relacionando as condicdes de cultivo e

constituicdo genética da planta aos fatores que interferem na variagdo do teor de
principios ativos de interesse biotecnologico. A determinagdo da dosagem adequada da

molécula também estd relacionada com a possivel toxicidade de algumas espécies
(CASTRO et al., 2004).

A utilizagdo intensiva de inseticidas tem grande efeito negativo sobre os recursos
naturais (XU et al., 2004), como por exemplo, as populagGes de insetos que se tornaram
resistentes aos inseticidas convencionais (SHELTON et al., 1993; TABASHNIK, 1994),
a morte de inimigos naturais, reaparecimento e contaminagdes ao meio ambiente e
homem. Estes fatos sdo determinantes para se enquadrar medidas contidas no manejo de
pragas, dentre elas a utilizagdo de inseticidas botdnicos ou mesmo plantas transgénicas
(BERENBAUM, 1988; CHIU, 1988; CLOUGH et al, 1994; THACKER, 2002).
Algumas alternativas estdo sendo estudadas com o objetivo de minimizar o uso
inadequado de inseticidas convencionais. Atualmente, o estudo da interacdo inseto-
planta ¢ um tema altamente pesquisado em ecologia quimica. O desenvolvimento de
novos biopesticidas de origem vegetal, envolvendo vérios metabolitos secundérios de
plantas que podem interferir no comportamento, crescimento e desenvolvimento do
inseto pode ser uma estratégia para se evitar os efeitos negativos dos inseticidas

sintéticos. Moléculas que podem interferir no comportamento, crescimento e

desenvolvimento do inseto podem apresentar grande potencial biotecnoldgico. Dentre

3
i
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estas moléculas, podem-se citar os fitoecdisterdides (PEs), produzidos por algumas
espécies de plantas (DINAN, 2001). Os PEs sdo moléculas andlogas aos hormdnios de
insetos (ecdisterdides) (LAFONT, 1997).

Por meio de andlises de raios-X, descobriu-se a presenga de PEs em plantas,

levando a varias investigagdes com o intuito de se conhecer qual a atuagio destas

moléculas no reino vegetal. Esses hormonios s@o descritos em menor escala em plantas,
algas, cogumelos e alguns fungos (DINAN, 2001; SUN; YASUKAWA, 2008, DINAN

et al., 2009). Os PEs representam o produto da biossintese de terpenos e suas estruturas
se diferenciam del acordo com as posigdes das hidroxilas presentes na estrutura basica
dos esterdides (BATHORI; PONCRACZ, 2005). Os PEs além de possuirem fungéo
agroquimica, apresentam aplicabilidade bibtecnolégica, medicinal e farmacéutica e
podem também estar envolvidos em processos bioquimicos e fisiolégicos de plantas
(GOLOVATSKAYA, 2004).

As concentragdes de PEs sdo muito superiores do que as concentragdes de
zooecdisterdides (ZEs) (SVATOS; MACEK, 1994; DINAN, 1995). A natureza
essencial dos ZEs em insetos e baixa incidéncia de PEs em plantas sugerem que os PEs
podem agir como substancias de defesa & herbivoria em plantas que os produzem
(DINAN, 2001; GOLOVATSKAYA, 2004; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).

O ecdisteroide 20-hidroxiecdisona (20E) ¢ considerado um composto

fisiologicamente ativo. O 20E estd presente tanto em insetos quanto em plantas
(LAFONT; DINAN, 2003; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a). Em insetos, pulsos
especificos de 20E sdo responsaveis pelo processo de muda, desenvolviment(; larval e
metamorfose (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a). Porém, dependendo de sua
concentragdo, 20E pode afetar o desenvolvimento de atividades metabdlicas de algumas
espécies de insetos (FRANCISCO; JOSEP 1993; HUANG et al., 2008).

Em plantas, a presenca de 20E pode estar associada 4 defesa contra insetos
fitofagos ndo adaptados, no entanto, ainda ndo se sabe a fungfo precisa dos PEs em
plantas. Supde-s¢ que os PEs atuem ainda como uma fonte de fitoesterdides
poliidroxilados, sendo esses necessdrios para o crescimento € a proliferagdo celular e
ainda ﬁodam atuar como compdstos fisiologicamente ativos (bINAN, '1955; DINAN
2001, FESTUCCI-BUSELLI, et al., 2008a). Existem poucas informagdes sobre a
ocorréncia de 20E em plantas, uma vez que 2% da flora mundial ter sido analisada para
a presenca de ecdi:sterc’)ides (ECDs) (DINAN, 2001).
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Dentro das espécies cultivaveis, apenas algumas apresentam niveis detectaveis
de PEs, tais como Spinacia oleracea L. (GREBENOK; ADLER, 1991; GREBENOK et
al.,1991). Altas concentracdes de 20E foram relatadas durante o desenvolvimento de
algumas espécies ja caracterizadas, como a Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen
(Amaranthaceae), muito conhecida como ginseng brasileiro (FESTUCCI-BUSELLI et
al., 2008; DE-PARIS et al., 2000). Recentemente, foi identificada a potencial presenga
de 20E na espécie florestal Ipé amarelo (Handroanthus serratifolius) apds se analisar
105 espécies distintas (SONSIM, 2012 — dados néo publicados). Esté espécie tem ampla
distribui¢do, ocorrendo no Brasil e em muitos paises, como Guiana Francesa, Peru ¢
Bolivia. No Brasil, esta espécie pode ser encontrada em varias regides (FERREIRA et
al., 2004).

O ipé amarelo possui interesse econdmico, ornamental, medicinal e madeireiro,
sendo amplamente empregado em marcenaria, construgdes e estruturas externas. Devido
suas atrativas flores amarelas, ¢ bastante utilizada no paisagismo e em arborizagdes
Iurbanas (FERREIRA et al, 2004). Além de ser indicada em programas de
reflorestamentos (RIZZINI, 1971).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a morfologia e analisar os teores de

20E durante o crescimento e desenvolvimento inicial do ipé-amarelo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE IPE AMARELOQ

A espécie florestal Handroanthus serratifolius (Vahl) S.O. Grose, ocorre na

Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname, Venezuela e no
Brasil (LORENZI, 2008). Pertencente a familia Bignoniaceae, que possui cerca de 750
espécies com distribuigdo predominantemente tropical, principalmente na América do

Sul (MABBERLEY, 1997). E amplamente utilizada na ornamentagfio ¢ na medicina
popular, sua madeira apresenta grande interesse na industria madeireira (RIBEIRO et
al., 1999).

A familia Bignoniaceae estd entre as dez que apresentam maior diversidade de
plantas lenhosas das florestas imidas da regido Neotropical, sendo a segunda familia

com maior niimero de espécies apds a familia Leguminosae (GENTRY, 1986).

A espécie Handroanthus serratifolius (Vahl) S.0. Grose, tem como sinonimia
botanica o nome de Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson (LORENZI, 2008). No

estado do Pard, € conhecida pelos nomes vulgares pau-d’arco-amarelo e ipé amarelo,
possui altura aproximada de 8-20 m, com tronco de 60-80 c¢m de didmetro, suas folhas

sdo compostas, S-folioladas e suas flores sfo amarelas. A espécie é muito frequente na
regido Amazdnica, sua floragdo ocorre durante os meses de agosto a novembro com a

planta totalmente despida de folhagem (LORENZI, 2008).
De acordo com estudos moleculares realizados por Grose e Olmstead (2007),
algumas espécies de Tabebuia passaram para o género Roseo dendron Miranda, outras

para Handroanthus Mattos, e a maioria permaneceu em Tabebuia. Dentre essas
mudangas, foi estabelecida Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos ssp. Ochraceus e

proposta a nova nomeagéo H. serratifolius (Vahl) S. Grose.

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DO IPE AMARELO

O Ipé-amarelo possui interesse econdmico, madeireiro, ornamental e medicinal. A

madeira é empregada em marcenaria, construgdes e estruturas externas, tanto civis
quanto navais. Pois sua madeira ¢ altamente pesada (densidade 1,08 g/cm?), durissima,
dificil de ser serrada, muito duravel, sob quaisquer condigdes sendo muito resistente a

apodrecimento quando em contato com o solo, é também classificada como sendo muito
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resistente a cupins subterrdneos e apresenta igual resisténcia a cupins que atacam a
madeira seca (LORENZI, 2008).
A érvore ¢ utilizada em paisagismo e arborizagdes urbanas por causa das suas

atrativas flores amarelas (FERREIRA et al., 2004). O seu principio ativo é o lapachol,

uma nafloquinona que estd presente tanto nas cascas do caule como na serragem da
madeira (MATOS, 2000).

2.3 ASPECTOS MORFOLOGICOS DE SEMENTES E PLANTULAS

O estudo da morfologia de sementes e das plantulas de espécies florestais

contribui para uma melhor compreensdo de parte do ciclo vegetativo destas espécies,
incluindo a regeneragfio natural. E de grande utilidade também, no incremento das
atividades silviculturais e, no fornecimento das informagdes para a tecnologia das

sementes, como na interpretagdo correta dos testes de germinacdo, além de fornecer

subsidios para estudos ecologicos bioquimicos e no melhoramento genético
(MIRANDA, 1998).

So indispensaveis conhecimentos minimos sobre as caracteristicas morfoldgicas

do estagio pos-seminal até a fase em que a parte aérea estd desenvolvida, para a

compreensdo dos mecanismos naturais ¢ do comportamento das espécies, nos diferentes

estagios de desenvolvimento (KUNIYOSHI, 1983; RODERJAN, 1983).

A familia Bfgnoniaceae apresenta frutos do tipo cépsula, suas sementes sdo presas
pela base. possuem asas hialinas e nicleo seminifero; os cotilédones apresentam eixo
hipocdtilo - radicula curto (BARROSO et al., 1999). A germinagiio é geralmente
fanerocotiledonar, com presenga de cotilédones estreitos e largamente reniformes
(DUKE, 1969).

Souza e Oliveira (2004) diferiram Tabebuia avellanedae lor. Ex Griseb
conhecida como ipé roxo, de 7. chrysotricha (Mart. ex Dc.) Standl, conhecida como
Ipé-amarelo-cascudq analisando caracteristicas morfologicas das plantulas, como

subsidio para recomposigdo florestal, uma vez que as espécies possuem caracteristicas

muito semelhantes.
Barroso et al. (1999) afirmaram que sementes dos géneros Handroanthus sio
mais ou menos estreitas, com nicleo seminiferos ligeiramente curto e com duas alas

laterais membrandceas. geralmente hialinas e adaptadas.
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Sdo poucos os estudos sobre morfologia de frutos, sementes, estdgio pds-seminal
e plantulas dessa espécie, porém, estes sfo de grande importancia para subsidiar varios

estudos, como: bioquimicos, fisiolégicos e os de regeneracio natural.

2.4 ECDISTEROIDES

Os ecdisterdides sdo hormdnios pertencentes a uma classe de esterdis

(ciclopentano-perhidrofenantreno) que apresentam uma cadeia lateral no carbono 17

(Figura 1) e nas posi¢des Cig, Cy; e Ca4 ocorre a clivagem da cadeia lateral (Figura 1)
(BATHORI; PONGRACZ, 2005; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008), E necessario que

ocorram vérias alteragdes na estrutura do esterol, para que sejam produzidos os ECDs
(DINAN, 2001; BATHORI; PONCRAZ, 2005; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).
Esta classe de hormonio estd presente em insetos e em poucas plantas e fungos. Quando

presentes em insetos séo denominados zooecdisterdides (ZEs), porém quando presentes
em plantas sdo chamados de fitoecdisterdides (PEs) e em fungos s@o denominados de

micoecdisteréides que pode ser convertido em horménio ativo chamado 20-

hidroxiedisona (20E) (CHAPMAN, 1988; DINAN, 2001a; DINAN et al., 2009).

Figura | — Estrutura geral dos ecdisterdides (ECDs) Ca7, Cag, € Cas.

Cadeia lateral beta

Fonte: Modificado (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008).

Os pulsos do horménio 20E sdo responsdveis em controlar vérios processos
fisioldgicos como: a muda, metamorfose, morte celular programada, sintese de cuticula,

desenvolvimento embriondrio e estddio de pupa, sendo indispensavel para a conclusio
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do desenvolvimento em artrépodes. Entretanto, pulsos inespecificos de 20E podem
levar o inseto a morte (THUMMEL, 2001; LAFONT; DINAN, 2003; MAKAKA et al.,
2002; GILBERT, 2004; GOLOVASTKAYA, 2004; BATHORI; PONGRACZ, 2005).
Para que o inseto se desenvolva ¢ necessério que ocorra a muda que corresponde a
uma etapa do crescimento onde hd a finalizagdo de uma etapa de desenvolvimento e
inicio da outra. Porém, para que isso acontega, o inseto precisa de pulsos de 20E, como
tlustrado durante o desenvolvimento de Drosophila melanogaster (Figura 2)"
(THUMMEL, 2001; GILBERT, 2001; GILBERT et al., 2001; GILBERT et al., 2004).
O 20E além de ser conhecido por sua atividade como um horménio de muda de
insetos ele € amplamente utilizado na sericultura na China (CHOU; LU, 1980). Estudos
no Japdo demonstraram que a utilizagdo de plantas que produzem 20E e usadas como

alimentos para bicho-da-seda, aumentaram o rendimento dessa pritica Chinesa

(NINAGI; MARUYAMA, 1996).

Figura 2 — Correlagles entre o desenvolvimento e os pulsos de 20E em Drasophila melanogaster, Os
processos de desenvolvimento (embriogénese, desenvolvimento larval e metamorfose) sdo sincronizados
por pulsos de ECDs. As transi¢des que ocorrem durante o desenvolvimento sdo marcadas por linhas

tracejadas.
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2.5 FITOECDISTEROIDES (PEs) E SUA IMPORTANCIA

Os fitoecdisterdides (PEs) sdio horménios esterdides produzidos por plantas que
interferem na ecdise de insetos (LAFONT, 1997; MARION-POLL; DESCOINS, 2002).

Eles sdio compostos secundérios que protegem as plantas contra o ataque de insetos
fitofagos (BERGAMASCO; HORN, 1985; CAMPS, 1991; LAFONT, 1997; ADLER:
GREBENOK, 1999,; MARION-POLL; DESCOINS, 2002). Como evidéncia, de que os
PEs possuem papel de defesa, ha indicios de pesquisas mostrando que ocorre acimulo
de PEs apés o ataque e lesdo de insetos (SCHMELZ et al., 1998; SCHMELZ et al.,
1999).

Algumas espécies de plantas produzem PEs, ou seja, 0s analogos de horménios
esterOides de insetos. Existem evidéncias que os PEs atuam como defesa quimica das
plantas contra insétos ndo adaptados (BAKRIM et al., 2008).

A maioria Idas espécies cultivdveis ndo acumula PEs. No entanto, tem sido
proposto que a maioria das espécies de plantas, ou até mesmo todas, tem a capacidade
genética para produzir PEs, porém a via biossintética ndo esta ativa (BAKRIM et al.,
2008).

Entre 5-6% das espécies de plantas, incluindo grupos primitivos, como as

samambaias contém quantidades mensurdveis de PEs (DINAN, 1998), sendo sua
concentracdo varidvel nas espécies analisadas (BLACKFORD; DINAN, 1997; DINAN

et al., 1999).

Pfaffia glomerta é uma das espécies ja estudadas em que foram detectados niveis
de PEs (SHIOBARA et al., 1993). Niveis detectaveis de PEs também foram
encontrados em espinafre (Spinacia oleraceae 1.) (GREBENOK; ADLER, 1991;
GREBENOK et al.,, 1991) e quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) (DINAN, 1995;
FESTUCCI-BUSELLI et al., 1998b).

Os esterdis de origem vegetal sdo triterpenos que incluem um grupo metil ou etil
(GOODWIN, 1971). Algumas plantas contém baixas quantidades de lanosterol
(colesterol) e 7-dehidrocolesterol. Estes, por sua vez, ndo apresentam o grupo etil ou
metil (SKILIIAR et al, 2000; SCHAFFER et al, 2001; SCHALLER, 2003;
SCHALLER, 2004: RAMADAN et al., 2007). Enquanto que em animais, lanosterol é o
precursor de 7-dehidrocolesterol e colesterol (SUZUKI; MURANAKA, 2007).

Na espécie Arabidopsis thaliana (Brassicaceae), sdo necessérios 24 genes para

codificar 12 enzimas que atuam em 11 etapas para sintese cicloartenol e lanosterol a
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partir do acetil-CoA (SUZUKI; MURANAKA, 2007). A via biossintética precisa
envolvida na produgdo de PEs é desconhecida (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).

Em espinafre, lanosterol (Figura 3) pode ser precursor direto do 20E (FESTUCCI-
BUSELLI et al., 2008a).

Figura 3 — Biossintese de ecdisona e 20-hidroxiecdisona em espinafre.
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Fonte: Adaptado (ADLER; GREBENOK, 1999).

Devido a Puﬁg:ﬁo precisa dos PEs em plantas ser desconhecida, trés hipdteses tém
sido propostas para mostrar o seu papel (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a; UHLIK et

al., 2008): i) compostos fitohormonais (DINAN, 1998; GOLOVATSKAYA, 2004);
fi)compostos protetores contra insetos fitéfagos néio adaptados (LAFONT, 1997); e, iii)

fonte de fitoesterdides requeridos para o crescimento e proliferagio celular
(MACHACKOVA et al., 1995).
Algumas observagdes apoiam a primeira hipotese. O 20E, por exemplo, pode

afetar a diferenciagdo somatica de embrides em culturas de tecido de alfafa

(MACHACKOVA et al., 1995). Pode também atuar como um composto biologicamente

ativo, afetando processos morfolégicos e fisiologicos em plantas, como por exemplo, o

elongamento do coleoptilo, ativagdo da a-amilase e retardo de folhas amareladas.
Processos distintos podem ser regulados diante de diferentes concentragdes de 20F
(G'OLOVATSKAYA, 2004). Efeitos sinergéticos de 20E e acido indol-3-acético (IAA)
sdo observados no elongamento do coledptilo (GOLOVATSKAYA, 2004). E de acordo
com a segunda hipétese o 20E apresentou ter efeito sinergético também com fungos
enmmopatogénic&é como a fsaria fumosorosea, pois a combinagéo de ambos melhora a
eficdcia do controle de Plutella xylostella, um inseto que apresenta grandes problemas
na agricultura, pér ser muito resistente aos agrotoxicos (XU et al., 2011). Poucas
evidéncias apoiam g primeira e a terceira hipétese, sendo a segunda hipdtese a mais
aceita (FESTUCC._:I-BUSELLI et al., 2008a).
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Algumas caracteristicas dos PEs permitiriam seu uso como compostos medicinais.
'Os PEs apresentam baixa toxicidade em mamiferos (DLsp> 6 gkg™) e séio eliminados

rapidamente do organismo. Os PEs ndo causam hipertensdo, niio sfo androgénicos,

estrogénicos, antiestrogénico e ndo induzem a virilizagio (LAFONT; DINAN, 2003).
O 20E pode estimular o crescimento, acelerar cicatrizacio 6ssea de fraturas, aumentar a
produgdo de leite, melhorar fungdes sexuais, estimular a biossintese de proteinas
(anabolismo), estimular a incorporagio da glicose em glicogénio e proteina
(glicoproteinas), aumentar a utilizagdo da glicose, reduzir a biossintese do colesterol e
aumentar o seu catabolismo, melhorar fun¢des nervosas, estimulam as fungdes hepéticas
¢ cardiacas, melhoram fungdes pulmonares, melhoram fungdes renais, hepaticas e pode
ter efeito antioxidante no processo de cicatrizagdo de ferimento e regeneragiio Ossea,
sendo o aumento do tamanho e da forga muscular o efeito mais conhecido dos

fitoecdisterdides em humanos (SLAMA; LAFONT 1995: DINAN 2001; LAFONT;
DINAN, 2003; BATHORI; PONGRACZ, 2005; DINAN; LAFONT, 2006; FESTUCCI-

BUSELLI et al., 2008).
Levando em consideragdo a grande importéncia dos fitoecdisterdides, ¢ essencial

o entendimento de suas fungbes bioquimicas e fisiologicas em plantas, seu papel na
interagdo planta-inseto, assim como seu uso como medicamento (FESTUCCI-BUSELLI
et al,, 2008a; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008b).

2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (HPLC)

A cromatografia liquida ¢ um método fisico-quimico de separagfo, em que os

constituintes da amostra a serem separados sfo particionados entre duas fases, uma
estacionaria e a outra com um fluido insolivel, que percola através da primeira. A
mistura que contém os componentes a serem separados é dissolvida na fase mével.
Durante a passage'm da fase mével através da fase estaciondria, alguns componentes sdo
fortemente retidos: pela fase estacionaria e por isso se movem lentamente com o fluxo da
fase movel; enquanto isso, outros componentes interagem fracamente com a fase

estaciondria, sendo transportados mais facilmente pela fase mével. Devido a essas

diferengas em mobilidade, os componentes da mistura podem ser separados e analisados
de forma qualitativa e quantitativa (CIOLA, 1985).
A técnica de HPLC (High Performance Pressure Liquide Chromatography) que

em portugués significa cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi utilizada
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pela primeira vez para a determinagdo de flavondides em 1976 por Fischer ¢ Wheaton

Esta técnica, em menos de trinta anos passou a ser um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos, As razdes para esse crescimento estdo

relacionadas a. sua adaptabilidade, para determinagSes quantitativas com boa
sensibilidade a possibilidade de separar espécies no voldteis e termicamente
instaldveis (BRUGGINK, 2000).

No entanto a técnica é utilizada para analisar misturas volateis de alta

complexidade, por exemplo, leos essenciais, inseticidas residuais, gorduras de todas as

espécies, agucarc_é., mondmeros entre outros compostos (CIOLA, 1985). A HPLC
emprega um conjunto de equipamentos para efetuar a cromatografia a liquido e se
caracterizam por 'terem os seguintes componentes: 1- Reservatorio de sistema de
bombeamento da fase movel; 2- Sistema de introdugio da amostra; 3- Sistema analitico
(coluna cromatografica); 4- Sistema de deteccio; 5- Sistema de registro e tratamento de
dados. O solvente encontrado no reservatorio ¢ bombeado com o auxilio da bomba
através do sistema de introdugfio da amostra até a coluna onde ocorre a separagio dos
componentes da mistura de acordo com a natureza da fase mdvel, fase estacionaria e a
natureza dos componentes analisados. A fase mdvel sai da coluna e passa por um
sistema de detec;f;ao, onde s8o detectadas altera¢des de alguma propriedade fisica
especii‘ica. Esta f.variag:ﬁo ¢ transformada em sinal elétrico que € registrado e
transformado maté:maticamente por um processador conveniente e o grafico obtido se
chama cromatogfﬁma (CIOLA, 1985). E através da técnica HPLC' que ¢ possivel

quantificar teores de ecdisterdides como o 20E.

2.7 CONSIDERACOES FINAIS

O entendimento da biossintese de 20E em plantas, onde é encontrado em

‘maiores quantidades do que em insetos, pode fornecer evidéncias para estudar sua

fungdio em plantas que podem ser usadas para aumentar seu teor por meio de engenharia
metabolica, ou ainda produzir 20E em espécies de interesse agrondmico, visando o
controle de insetos suscetiveis sem o uso de agrotéxicos. Adicionalmente, a comparacio
das rotas biossintéticas de 20E presente em plantas e insetos pode sinalizar para a
elaboracdo de outras estratégias que visam o controle de insetos que danificam espécies

cultivaveis, com possibilidades de estudar os mecanismos de transferéncia génica.
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Considerando a importéncia de 20E e a sua ampla aplicabilidade, e a detecgiio

recente na espécie florestal H. serratifolius, sdo necessarias analises que indiquem o

inicio de sua sintese, teor e distribuicdo na referida espécie.
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3 CAPITULO 01 — CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO INICIAL DO IPE
AMARELO (Handroanthus serratifolius (Vahl) S.0. Grose): Morfologia e quantificagio de
20-hidroxiecdisona

3.1 INTRODUCAO

A Floresta Amazdnica tem um ter¢o da biodiversidade do planeta, diversidade
que engloba numerosas espécies de vertebrados, invertebrados e flora de multiplos
grupos taxondmicos. Estima-se que sO a comunidade de plantas vasculares tenha cerca
de quarenta mil espécies, das quais trinta mil sdo endémicas (MITTERMEIER et al.,
2003). No entanto, a Floresta Amazonica representa a maior floresta tropical imida do
planeta e com a maior diversidade. Mais de 20% de todas as espécies vivas do planeta
convivem em harmonia na floresta, sendo 20 mil apenas de espécies vegetais superiores.
Estima-se que somente 1% destas espécies passou por algum tipo de estudo quimico.
Existe, portanto um grande potencial a ser explorado nas plantas da Amazonia. Essas
plantas apresentam multiplas utilidades como plantas ornamentais e podem ser
utilizadas para a identificagdo de fitoquimicos e genes que apresentam aplicabilidade
agrondmica, biotecnoldgica e farmacéutica, assim como podem possibilitar o estudo da
interagdo inseto-planta. Esse tema é atualmente muito estudado em ecologia quimica, e
existem perspectivas interessantes para o desenvolvimento de novos biopesticidas de
origem vegetal. Essa interagio envolve numerosos metabélitos secundarios de plantas
que possam interferir no comportamento, crescimento e desenvolvimento de insetos
(RHARRABE et al., 2009), como por exemplo, os ecdisterdides (ECDs).

Os ECDs, ecdisona (E) e 20-hidroxiecdisona (20E) sdo hormdnios esteréides
encontrados em insetos (ZEs) e plantas (PEs) (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008b;
LAFONT, et al.,2002). Sdo de grande importédncia, pois eles apresentam aplicabilidade
farmacologica, medicinal e biotecnolégica, ndo sendo produzidos por mamiferos. No

entanto, quando .presente em seu organismo pode apresentar efeito anabdlico
(BATHORI et al; 2008; DINAN; LAFONT, 2006; GORELICK-FELDMAN et al.,
2008; LAFONT; DINAN, 2003). Os PEs sdo metabélitos secundarios produzidos por
algumas espécies de plantas (DINAN, 2001). Eles representam os analogos de

horménio ecdisterdides de insetos, que estdo envolvidos no crescimento,
desenvolvimento e reprodugdo de insetos (LAFONT, 1997). Acredita-se que fazem
parte de processos de defesas de plantas contra insetos fitéfagos (LAFONT, 1997:
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ADLER, 1999). tstas moléculas sfo indcuas para os vertebrados e apresentam um
grande potencial no manejo de pragas das culturas (SLAMA: LAFONT, 1995).
A ocorréncia de PEs foi examinada em apenas 2% da flora mundial, e nas

espécies testadas apenas de 5-6% apresentaram PEs (DINAN et al, 2001). Os PEs
foram identificados em plantas como samambaias, gimnospermas e angiospermas, mas

poucas espécies vegetais os produzem (DINAN, 1999). Plantas do género Pfaffia sp.,
incluindo as espécies Pfaffia glomerata, P. iresinoides € P. paniculata (Amaranthaceae)

sdo usadas como plantas medicinais no Brasil e produzem 20E, tornando essas espécies
de grande interesse uma vez que 20E pode apresentar aplicabilidade agrondémica,
biotecnologica, farmacoldgica e até mesmo I..lm importante papel na fisiologia da planta
(NETO et al., 2004; MARQUES et al., 2004; NETO et al., 2005, TEIXEIRA et al.,
2006).

Os PEs representam, em média, aproximadamente 0,1-0,5 % da matéria seca das
plantas analisadas. A presenca de 20E em plantas pode estar associada a um mecanismo
de defesa, no entanto, pouco se sabe sobre a fungfio precisa dos PEs em plantas. Sup3e-
se que os PEs podem ser compostos fisiologicamente ativos, ou ainda que fornegam
algum tipo de protecfio para plantas, ou que podem funcionar como uma fonte de
fitoesterdides poliidroxilados que sdo necessdrios para o crescimento e a proliferacio

celular (DINAN, 1999; DINAN, 2001; FESTUCCI-BUSELLI, et al., 2008a).

O estudo das espécies vegetais da Amazdnia pode fornecer informacg8es sobre a
ocorréncia e distribuicio de 20E em diferentes espécies (BARATA, 2000; VIEIRA,
2005; FESTUCCI-BUSELLIet al., 2008a), assim como possibilitar o entendimento dos

mecanismos de transferéncia génica. Recentemente, foi identificada a potencial
presenga de 20E na espécie florestal Handroanthus serratifoulius ap0Os se analisar 105
espécies distintas encontradas na regido Amazdnica (SONSIM, 2012 — dados ndo
publicados). As espécies de ipé (H. serratifolius, Tabebuia chrysotricha e T. roseo-
alba) séo drvores de interesses econémico madeireiro, ornamentais e indicadas em
programas de reflorestamentos. O género Tabebuia, pertencente a familia Bignoniaceae

e compreende cerca de cem espécies com ampla distribuigéio desde 0 México e Antilhas

até o Norte da Argentina (RIZZINI, 1971), apresentando flores de diferentes coloragdes.
Os ipés sdo extremamente ornamentais, e nos ultimos anos tém sido utilizados na
arboriza¢do de ruas e parques e em reflorestamentos destinados & recomposigiio de

vegelagdo arborea, e a sua madeira pode ser empregada na constru¢do civil. Embora
|
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seja uma espécie de grande valor, existem poucas informagdes a respeito de suas
sementes (LORENZI, 2008).

A espécie H. serratifolius (Vahl) S. Grose, também conhecida como pau d’arco
amarelo mede de 8 a 20 metros e com o tronco com 60 — 80 cm de didmetro, apresenta
madeira pesada, durdvel em vérias condigdes com alburno distinto. E excelente para o
paisagismo em geral ¢ ja vem sendo largamente utilizado. Planta decidua, helitfita,
caracteristica da floresta pluvial densa, é largamente dispersa nas formagées
secundarias, como capoeiras e capoeirdes, porém tanto na mata como na capoeira,
prefere solos bem-drenados situados nas encostas. Sua disperséo ¢ geralmente uniforme
¢ sempre muito esparsa. Floresce nos meses de agosto a novembro, e a planta
totalmente despida da folhagem. Os frutos amadurecem entre outubro e dezembro
(LORENZI, 2008).

Dada & importancia de 20E e considerando que recentemente foi detectada sua

pdtencial presenga em H. serratifolius e levando em consideragiio que ainda néo se sabe
se 20E esta presente na referida espécie, esse trabalho teve como objetivo analisar o teor

e a distribuigio de 20E durante o crescimento e desenvolvimento inicial desta espécie,
assim como obter informagdes morfologicas de sementes e do processo de germinagdo

de ipé-amarelo.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material Vegetal

As sementes de ipé-amarelo foram adquiridas de matrizes localizadas na

Universidade Federal de Vigosa (UFV) — Campus Universitdrio, Vicosa — MG, Brasil
em novembro de 2011, Os frutos foram coletados e armazenados em temperatura de 5°
ks

3.2.2 Local de execugdo dos experimentos

O experimento foi dividido em trés ambientes. O periodo das atividades que
resultaram na germinagdo foi conduzido no laboratério de Fisico-Quimica, localizado
no Centro de Tecnologia Agropecudria (CTA) da universidade Federal Rural da

Amazdnia (UFRA — Belém — PA, Brasil). Em seguida as atividades de preparo do
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substrato e plantio foram cultivadas em casa de vegetagdo, no setor de solos da UFRA e
0 3° momento que constitui na analise quimica, foi realizada no Laboratério de Cultura

de Tecidos II, no BIOAGRO da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.2.3 Tratamentn,',;semeadura e germinacio.

Foram utilizadas aproximadamente 2.500 sementes de ipé amarelo, que foram
submetidas a tratamentos para a assepsia superficial com hipoclorito de sédio a 2%
durante dois minuios, seguida de lavagens com dgua destilada para remover os residuos
de acordo com as Regras da Andlise de Sementes (RAS). Apds assepsia, as sementes
foram depositadas em caixas tipo “gerbox™ forradas com papel Germitest®, sendo
borrifadas diariamente com dgua destilada para manter a umidade e garantir a
embebi¢do das sementes que permaneceram em temperatura controlada entre 20° —
25°C durante v:ri!:c:n_i dias até o aparecimento da raiz primdria, momento em que foram
realizadas as semeaduras.

As sementes de Ipé amarelo foram plantadas em 110 sacos de polietileno e em
30 bandejas (60x30x10cm) para emissdo da parte aérea. Ambos foram preenchidos com
substrato constitufdo de solo, areia, esterco de frango na propor¢do de 4:1:1. A mistura

foi homogeneizada antes do plantio, sendo realizada a corre¢fio do solo com calcario,
macronutrientes [N (6,40g), P (9,78g), K(5,31g)] e micronutrientes [B (14,44 mg), Mn
(73,19mg), Zn (26,08), Mo (1,32mg), Cu (0,08mg)]. As bandejas e sacos de polietileno

foram instalados em casa de vegetagio, onde as sementes foram semeadas.

3.2.4 Coleta dos materiais vegetais (sementes e plantulas).

Para realizacdo das coletas do material vegetal (sementes, eofilos/folhas,
epicotilos/caules, cotilédones e raizes), foi utilizada uma pinga, uma peneira e um
firmino. No primeiro dia, antes do semeio foram coletadas sementes nio embebidas
(controle). Durante oito primeiros dias em laboratorio e durante trinta dias em casa de
vegetagdo foram realizadas coletas diarias. Em seguida, também em casa de vegeta(;io
foram realizadas quatro coletas semanais, uma quinzenal e quatro mensais.

No momento em que a espécie comegou desenvolver a parte aérea, em média
com 19 dias tornando-se plantula, foram realizadas coletas individualizadas de cada

Orgéo vegetativo, resultando 47 coletas em um periodo de 186 dias. A quantidade de

5
|
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material retirado por dia de coleta variou entre cinco e setenta individuos, devido a
diferenca de volume e quantidade de material vegetal ofertados pela planta e necessarios

para a realiza(;ﬁd das avaliagdes. Durante as coletas foram retiradas quantidades

diferentes de material vegetal (n) por dia (Tabela 1).

Tabela 1. Material vegetal, periodo de coleta e a quantidade coletada por dia.

| Materi Periodo de coleta Quantidade de
aterial vegetal (Dias) amostras
(n)/dia.
Controle 50
Sementes -4 %
e 30
197 - 23° 70
i 45
Plantula 257 _ 797 =
30° - 32° 25
33* -3¢9° 20
i E
Mudas 430 =
44° - 47 5

3.2.5 Caracterizagdo morfologica de sementes e plantulas

Para a descricdo morfolégica, foram avaliadas 50 unidades de sementes e
plantulas, retiradf;s aleatoriamente durante seu crescimento e desenvolvimento. As
caracteristicas externas foram observadas ao longo do seu desenvolvimento, de maneira
detalhada, com auxilio de uma lupa.

As caracter{sticas morfoldgicas externas analisadas foram aquelas mais
empregadas em estudo de identificagdo morfolégica. Foram utilizadas sementes, isentas
de atrofias, injurias e ataque de insetos e livre de impurezas. Paridmetros como cor,
forma, cotilédone, epicotilo e eixo hipocétilo-radicula, foram analisados em sementes.

Durante o desenvolvimento pés-seminal (periodo compreendido entre o
aparecimento do epicétilo até antes da liberagdio do primeiro par de edfilos), para
descrigéo, foram' consideradas as unidades que apresentavam raizes primadrias,
hipocétilo, epicotilo e cotilédones normais. Esta fase foi acompanhada diariamente e

detalhadamente.
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Para a descricdo morfologica de plantulas, foram selecionadas e avaliadas 50
unidades de plantulas mais vigorosas. Considerou-se plantula quando o primeiro par de
eofilos estava totalmente formado (DUKE; POLHILL, 1981)

Foram levados em consideragfo alguns dos aspectos principais ja descritos por
Roderjan (1983), como:

¢ Raiz (principal): forma, cor e pilosidade;
¢ Epicétilo: forma, cor e presenga de estrias.
¢ Cotilédones: posigio, forma e cor.

e Eofilos: forma, cor e peciolo.

3.2.6 Determinagdo e quantificagdo de 20-hidroxiecdisona

Primeiramente, todo material coletado, tanto das sementes e das plantulas
devidamente com suas partes seccionadas (edfilos ou folhas, epicétilo ou caule, raizes e
cotilédones), foram devidamente identificados e levados a estufa com temperatura
variando de 50- 60°C durante 3 dias com ventilagdo forcada e constante (FESTUCCI-
BUSELLI et al., 2008). Apés a desidratagfio, as amostras que apresentaram menores
volumes foram maceradas em almofariz de porcelana com pistilo e as maiores
quantidades de material e maior volume foram trituradas em moinho tipo Willey. Em
seguida, o material foi armazenado em saquinhos de polictileno transparentes,
hermeticamente fechados e etiquetados, com o nome da espécie, nimero da coleta, data
da coleta e parte da planta (sementes, edfilos/folhas, epicétilo/caule, cotilédones ou
raizes).

' Para obtengdo do extrato metanélico foram pesados 100 mg de cada parte do
vegetal e colocados em tubos Falcon de 10 mL individualmente. Foram adicionados 10
mL de metanol em cada tubo e incubados a 25° C durante 7 dias sob agitagéio diaria em
Vortex. Apds o periodo de incubagdo, a solugdo foi centrifugada a 5.000 rpm por 20
minutos. O sobrenadante das amostras foi recolhido e colocado em eppendorfs de 1,5
mL previamente identificados, antes de serem novamente centrifugados a 5.000 rpm por
[2 minutos. O sobrenadante de cada amostra e pipetado em tubos vials devidamente

identificados.

A determinagiio e quantificagio de 20E presente no extrato metandlico foi

realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) conforme
(FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008). A andlise de 20E foi realizada em aparelho da

I
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marca SHIMADZU SPD-10 AVP equipado com detector ultravioleta (UV), fixado em

245 nm e com coluna Luna C18 (150 X 4,6 mm) e fluxo lento de 0,8 mL/minuto, sendo
a pressdo da coluna foi 121 Kgf. A fase movel utilizada consistiu de sistema isocratico

com mistura de metanol grau HPLC e 4gua deionizada na proporgdo (1:1) (v/v). O
volume da amostra injetada foi de 20 pL por amostra. O tempo de corrida foi de 25
minutos por amostra.

A curva de calibragdo foi obtida preparando-se solugdes-padrdo de 20E (Sigma-
Aldrich) em metanol grau HPLC nas concentragdes de (5, 10, 20, 40, 60 e 80 ppm). A
equagdio da reta obtida pela curva de calibragio foi Y= 23030x + 16566, com R? =

0,9983.
Para amostras que apresentaram o mesmo tempo de reten¢@io que o padrio (20E)

foi submetido a uma segunda leitura para confirmagdo do resultado.
3.3 RESULTADO

Com o objetivo de se caracterizar a espécie H. serratifolius, foram avaliados: i)

aspectos morfologicos; ii) morfologia das sementes; iii) morfologia do desenvolvimento

pos-seminal; e, iv) morfologia das pléntulas durante o crescimento e desenvolvimento

inicial.

3.3.1 Aspectos morfologicos

Foi possivel observar o crescimento e desenvolvimento inicial de Ipé amarelo em

diferentes fases de desenvolvimento: germinagfio, surgimento da raiz primdria,

crescimento € desenvolvimento pos-seminal-e plantulas, n= 50 (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo (dias) necessdrio para a germinagdo, crescimento e desenvolvimento pds-seminal e
formagdo de plintula.

Espécie Germinacéo Crescimento e Plantulas
Desenvolvimento
pos-seminal
H. serratifolius Emissdo da radicula Raiz priméria 1° par de edfilo

3-8 dias 9-18 dias 17-19 dias
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3.3.2 Morfologia das sementes de H. serratifolius

As sementes de H. serratifolius podem ser descritas como aladas; apresentando
apices arredondados, margens aladas; possuem um nicleo seminifero ou eixo
seminifero; tegumento membrandceo em tons castanhos e apresentam linha diviséria
quase negra na fase concava da semente; embrido cotiledonar, cotilédones planos e
carnosos, na cor creme; apresentando radicula exposta, que € inicialmente arredondada,
curta, reta, branca amarelada, ¢ rompe o tegumento em média oito dias apds o
mtumescimento da semente e apés um dia ocorre o aparecimento da raiz primdria
(Figura 4).

Figura 4. Etapas da germinagao de H. serratifolius. A- semente intacta (controle), B- semente embebida
apos 1 dia, C- semente embebida apos 3 dias, D- semente embebida apds 8 dias.

ns- nucleo seminifero, rd-radicula, rp- raiz primaria

3.3.3 Morfologia do desenvolvimento pds-seminal de sementes de ipé amarelo

A germinagdo ¢ fanerocotiledonar epigea. emergéncia reta, a radicula quando
alongada, torna-se raiz primaria cilindrica, mais fina e mais escura; o hipocétilo é
epigeo, verde e curto, cilindrico, reto e espesso; o epicétilo € reto, longo e verde; o
tegumento das sementes que liberaram os cotilédones através do rompimento do 4pice

continua persistente na plantula (Figura 5).
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Figura 5. Crescimento e desenvolvimento pds-seminal de H. serratifolius.

“

ep- epicotilo, rp- raiz priméria, tg- tegumento, co - cotilédone.

3.3.4 Morfologia das plantulas

As plantulas apresentam raiz priméria axial cilindrica reta € sub-herbicea,
branca amarelada, mais espessa na base; raizes secundérias brancas amareladas espessas
com comprimento semelhante com a raiz principal; hipocétilo epigeo, curto; epicatilo
epigeo, cilindico, longo reto, herbaceo, verdes com estrias verdes, longitudinais; par de
eofilos simples, verdes e opostos, simétricos, ovais, dpice triangular, margem serreada;

peciolo verde, longo, reto com poucos tricomas (Figura 6).

Figura 6. Desenvolvimento de plantulas de H. serratifolius.

eo- edfilo, ep- epicétilo, rp- raiz primdria, rs- raiz secundaria.
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Diferentemente das demais partes da planta; contudo, como esperado, os cotilédones
apresentaram teores de massa seca decrescente. Durante as coletas diarias nos 19°-20°
ndo ocorreu uma grande variagdo, enquanto que a partir dos 21° ao 39° dias ocorreu um
decréscimo significante da massa seca que variou entre 0,018-0,008 g. No inicio da
coleta semanal, com aproximadamente 46 dias, ndo foi mais possivel visualizar os
cotilédones. Como previsto, nos cotilédones os valores encontrados de 20E, reduziram
ao longo do desenvolvimento da planta. Inicialmente os cotilédones apresentavam
aproximadamente 0,2% de 20E, equivalentes & porcentagem adquirida na ultima coleta
de caule. No entanto, a porcentagem de 20E variou entre 0,303-0,023%, mostrando-se
decrescente a medida que os cotilédones estavam sendo degradados. A quantidade de

20E total em cotilédones também se apresentou de maneira decrescente, ocorrendo

variagdo entre 50,97-1,974 pg (Figura 8).

Figura 8. Actmulo de massa seca, percentual de 20E e 20E total nos cotilédones duranie o
desenvolvimento de H. serratifolius do 19° ao 39° dia. Os ntmeros correspondem as coletas realizadas
apos a transferéncia das plantas para casa de vegetacdo:n®1=19,n°2=20,n*3=21,n°4=22 n*5=23 n°6 =24,
°7=25m°8=26n"9=27.n"10=28 n° 11 =29, n°12=30,n°13 =31, n° 14 =32, n°15=33,0° 16 = 341" 17 = 35.n° 18 =
36,0° 19 = 37, 0° 20 = 38, n° 21 = 39, n° 22 = 46, n° 23 = 53, n° 24 = 60, n® = 25 =75, n® 26 =96, n® 27 = 125, 128 = 156 e n°29 =
186 dias.

—u— 20E (%)
—@— Massa seca cotilédones (g)

—a— 20E total (ng)

0,40 = ~ 0,030 _ g
0354 e i

.L‘} - 0,025 | 5p

A

0,30 ‘II = E I

] \_ L0020 L ap
025 /:_'
0,20 o ~ 0015 L 30
0,15 5

| = 0010 L 20
0,10 5

i S T
0,05 =

A

000 T T T T T T T T T T T T P e e e P e ey 0000 Lo

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21 22 23 24 25 26 27 268 29

Dias



41

Os dados de massa seca de eofilos e/ou folhas provenientes de sementes de ipé-
amarelo durante 19-60 dias foram crescentes, porém a variagdo foi relativamente baixa,
entre 0,0005-0,048 g devido as coletas serem diarias e semanais. No entanto, aos 75°
dias, periodo de coleta quinzenal, houve um aumento significativo até os 186 dias, no
teor de massa seca das folhas, variando entre 0,096-0,285g. A porcentagem de 20E e
valores de 20E total em folhas de Ipé amarelo tende a aumentar ao longo do
crescimento e desenvolvimento inicial da espécie. Inicialmente aos 19 dias ocorreu o
aparecimento do primeiro par de eéfilo e apenas nessa amostra nio foram observados
niveis detectaveis de 20E, aos vinte dias surgiu o primeiro par de folhas apresentando
aproximadamente 0,04% de 20E por amostra (Figura 9). A porcentagem de 20E
apresentou variagdo com tendéncia ao aumento durante o crescimento da planta, sendo
que aos noventa e seis dias chegou a 0,59% atingindo sua porcentagem maxima durante
os dias de coleta. Em 20E total (Figura 9), aos dezenove dias nio foi possivel visualizar
niveis detectaveis do horménio, e durante os primeiros sessenta dias a quantidade de
20E total variou entre 0-1166,38 ug. Aos setenta e cinco dias, com 471,07 Hg, a
quantidade de 20E total aumentou significativamente, chegando a 1166,38 ug aos 186
dias, pois as coletas foram realizadas com um maior intervalo de tempo mostrando que
quanto maior o crescimento vegetativo, maior sera a produgcao do metabolito

secundario.
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Figura 9. Aciimulo de massa seca, percentual de 20E e 20E Total em folhas durante o desenvolvimento de
H. serratifolius entre o 19° ao 186° dia de semeadura. Edfilos coletados apenas no 19° dia, a partir do 20°
coletou-se folhas. Os niimeros correspondem as coletas realizadas apos a transferéncia das plantas para
casa de vegetagdo: n°1=19,n°2=20,n°3=21,m°4=22,°5=23,0°6 =24 n°7=25,n"8=26,0°9 =27, n° 10 = 28 n°
11=29,1°12=30,n°13=31,n° 14=32,n° 15=33,n° 16 =34,0° 17=35,n° 18 =36, 0° 19=37,n° 20=38.n°21 = 39, n° 22 =
46,n°23 =53, 1°24 = 60, n° = 25 =75, n° 26 = 96, n° 27 = 125 1" 28 = 156 e n° 29 = 186 dias.
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O acumulo de massa seca em epicétilos e/ou caule (Figura 10), durante o
desenvolvimento de H. serratifolius apresentou um crescimento maior a partir do 75°
dias, resultado semelhante comparado com as folhas. Em caules, a porcentagem de 20E
e a quantidade de 20E total apresentaram variagdo, mostrando valores crescentes no
periodo de coleta (Figura 10). Entre os dias 19-22 houve pouca mudan¢a na
porcentagem de 20E, variando entre 0,02-0,08% porem a partir do 23° dia ocorreu um
aumento que variou entre 0,17-0,73% durante o periodo experimental. Em 20E total
ocorreu pouca variagdo nos primeiro 60 dias, atingindo aos 46 dias a quantidade
maxima de 166,89 pg. Porém aos setenta e cinco dias ocorreu um aumento
significativo, variando entre 543,98-1420,51 pg de 20E total, mostrando um resultado
semelhante em folhas, que quanto maior a quantidade de biomassa do vegetal, maior a

produgio de ecdisterdide.



Figura 10. Acimulo de massa seca nos epicétilos e/ou caules, percentual de 20E e 20E Total durante o
desenvolvimento inicial de H. serratifolius entre o 19° ao 156° dia de semeadura. Presenca de epicétilo do
19°-39° dia, a partir do 46° dia obteve-se os caules Os niimeros correspondem as coletas realizadas apos a
transferéncia das plantas para casa de vegetagdo: n®1=19,n°2=20,n°3=21,n°4 =22 n°5=23,n° 6 =24, n°7=25,
n°§=26,0°9=27,n° 10=28,0° 11 =29, n° 12=30,n° 13 =31, 0° 14 =32, n° 15= 33, 0° 16 = 34, n° 17 =35, n° 18 =36, n° 19 =
37,0°20=38,n°21=39,n"22=46,n"23=53,n° 24 =60, n"=25=T5,n" 26 =96, n° 27 = 125, 0°28 = 156 e n° 29 = 186 dias.
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Os teores de massa seca das raizes também se apresentaram crescentes, entre os
dias 19°-75° ocorreu pouca variacdo. Enquanto que do 75°-96° dias, obteve-se um
aumento variando de 0,04 a 0.2 g. No periodo de coleta mensal, a varia¢do dos teores de
massa seca foram maiores, devido hd um intervalo maior de tempo entre as coletas,
aumentando aproximadamente 1 g de massa seca por coleta.

Em raizes, os resultados indicaram que 20E foi detectado em todas as coletas,
apresentando valores crescentes e maiores que as demais partes da planta que foram
apresentadas (Figura 11). A porcentagem de 20E em raizes durante os primeiros 53 dias
apresentou uma variacdo entre 0,1-0,35% no entanto a partir dos sessenta dias ocorreu
um aumento significativo que variou entre 0,62-1.18%. Valores de 20E total
apresentaram-se de maneira crescente, no entanto até os 75 dias ocorreram poucas
variagoes chegando a aproximadamente 476,45ug ¢ a partir dos 96 dias ocorreu um
aumento com intervalo entre 2099,59 —4997.45ug (Figura 11).
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Figura 11. Acimulo de massa seca nas raizes, percentual de 20E e 20E Total durante o desenvolvimento

inicial de H. serratifolius entre o 19° ao 156° dia. Cada niimero corresponde os dias n°1=19.1°2=20,n°3 =
21,n°4=22,0"5=23,n°6=24.10°7=25,n"8=26,n°9=27,0° 10=28,0° 11 =29,0°12=30,n° 13 =31, n° 14=32,n° 15 =
33,1° 16 =34, 0" 17=35, n° 18 = 36, n° 19 = 37, 0° 20 = 38, n° 21 = 39, n° 22 = 46, 0° 23 = 53, n° 24 = 60, n° = 25 =75, n° 26 = 96,
n°27=125,0°28 = 156 ¢ n° 29 = 186 dias.
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3.4 DISCUSSAO

Neste trabalho foi relatada a morfologia, assim como a presenga de 20E em
sementes e plintulas de H. serratifolius avaliadas durante o desenvolvimento e
crescimento inicial da espécie. As sementes de ipé amarelo eram de cor creme
apresentando linha diviséria quase negra e o tegumento membrandceo, sua germinacio
apresentou-se como fanecotiledonar epigea, onde observou-se epicotilo longo, herbaceo
¢ verde e o hipocotilo muito curto, e levemente esverdeado. Os aspectos morfologicos
das sementes do presente estudo estdo de acordo com as descrigdes de Gentry (1992) e
Duke (1969), quando afirmam que as sementes de H. serratifolius possuem forma
linear, apresentam linha diviséria quase negra e apresentam cotilédones creme, antes da
semeadura, ¢ depois de semeados ficam levemente verdes. Gentry (1992) também
afirma que o embrido de sementes do género Handroanthus, é mais largo do que longo
€ que as sementes da espécie estudada sdo bi aladas, com alas hialinas ¢ membraniceas.
Lavareda (2008) verificou que a germinacio de H. serratifolius é fanerocotiledonar

epigea, emergéncia reta e que a radicula rompe o tegumento abaixo da regido hilar em
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media oito dias apos o intumescimento sendo sua aparéncia inicialmente arredondada,
curta reta, branca e amarelada. Ferreira (2000) descreveu que a raiz axial e os
cotilédones sdo reniformes. que mostraram ser semelhante & espécie Tabebuia caraiba
também conhecida como Ipé amarelo.

Souza e Oliveira (2004) descreveram as plantulas de Tabebuia avellanedae Lor.
ex Griseb outra espécie conhecida como Ipé amarelo como fanerocotiledonares epigeas
.apresentando cotilédones folidceos e peciolados, com dois edfilos simples, porém a
margem ndo ¢ serreada, diferenciando-se de H. serratifolius.

Analisando a massa seca de sementes embebidas e ndo embebidas foi possivel
perceber que as sementes, mesmo estando dormentes, embebem ou reidratam quando
colocadas em contato direto com a agua ou quando expostas em ambiente com alta
temperatura e umidade relativa (BEWLEY; BLACK, 1994). No entanto, os dados
apresentados mostram que ocorreu variagdo dos valores de massa seca, indicando que
varios compostos estavam sendo sintetizados e degradados simultaneamente. Sendo
assim existe relagdo direta entre a velocidade de hidratagio das sementes e a
temperatura. De acordo com Carneiro e Braccini (1996), a elevagdo da temperatura
aumenta a energia da dgua, provocando elevagdo da sua pressdio de difusdo.
Paralelamente, as atividades metabolicas sdo também aumentadas, o que diminui o
potencial interno, propiciando maior absor¢do de dgua. Por ser um processo fisico, a
hidratagdo ocorre mais rapidamente em temperaturas elevadas (NOBREGA;
RODRIGUES, 1995).

Nesse estudo, os valores de massa seca em folhas, caules e rafzes apresentaram-
se crescentes, poi§ apos o periodo de germinacdo das sementes o embrido quebra seu
estado de dorméncia e pela mobilizacio das reservas armazenadas, a pldntula comega o
periodo de crescimento vegetativo, sendo possivel a visualizagdo da parte aérea do

vegetal, Em seguida, as plantas respondem a uma combinagdo de fatores intrinsecos e
extrinsecos, incluindo tamanho, temperatura e fotoperiodo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os teores crescentes de massa seca nas raizes estdo de acordo, pois elas sdo
adaptadas a crescer através do solo, onde absorvem &gua e nutrientes minerais. As
células produzidas pelo meristema apical da raiz dividem-se, diferenciam-se e alonga-
se, a medida que se distanciam do dpice, de modo muito semelhante as suas
correspondentes no caule. Porém, ao contrario do caule, a regifio da raiz onde se
formam ramificagdes é bem separada do épice. As raizes laterais se formam somente

apos a completa extensdio celular na zona de alongamento, isso explica por que os
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valores de massa seca inicialmente, tanto em caule como em raizes, sio muito
proximos.,

No inicio‘da coleta semanal, com aproximadamente 46 dias, ndo foi mais
possivel visualizar os cotilédones. Essa resposta é devido  capacidade que a planta tem
em mobilizar inicialmente reservas em seus cotilédones, construindo sua forma

rudimentar, posteriormente ocorre o desenvolvimento da parte aérea (caules e folhas), a
pldntula torna-se fotossinteticamente capaz, possibilitando o crescimento vegetativo

subsequente. Dessa forma, os cotilédones sdo naturalmente descartados (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Os teores de 20E em sementes, folhas, caules e raizes aumentaram durante o

desenvolvimento e crescimento inicial, diferentemente dos cotilédones que se mostrou
decrescente em H. serratifolius. De acordo com os resultados de Savchenko, (2001)
utilizando sementes da esp Lamium spp espécies assim como o Ipé, cultivar perene,
também detectaram a presenca de fitoecdisterdides em todas as amostras. No entanto os
niveis eram baixos na espécie L. dlbum, L. galeobdolon e L. purpureum. Sementes de L.
maculatum continham niveis moderados de 20E, em uma das amostras analisadas
apresentou 0,1 mg. Um conjunto de 20 sementes de Spinacia oleracea L., conhecida
como espinaﬁe,'foram analisadas individualmente o conteudo de PEs, e a quantidade de
20E em média foi estimada em 14 + lug por semente e a concentragio média de 976 +
57 pg de 20E (BAKRIM, 2008). Resultados semelhantes ji foram relatados

anteriormente por Dinan, (1995).

Neste trabalho, com excegfio dos ebfilos, as demais folhas apresentaram niveis
crescentes de 20E, resultado semelhante observado por Festucci-Buselli et al. (2008),
que visualizou em folhas da espécie P. glomerata durante os primeiros cento e vinte
dias o percentual de 20E reduziu de 0,5% para aproximadamente 0,2% e apds esses

quatro meses a porcentagem de 20E aumentou chegando a 0,4% aos duzentos e dez

dias, no entanto revelou que ocorreu pouca variagéo na quantidade total de 20E. Em

espinafie, 20E pode ser biossintetizado em folhas mais velhas e também translocados

para as folhas onde pode ser acumulado (BAKRIM et al., 2008). Estudos com folhas
i

jovens e mais velhas da espécie L. d/bum. revelou que a presenca de ecdisterdides foi

‘mais elevada nas folhas Jjovens, sugerindo que esses resultados, nas partes vegetativas

mais jovens podemn ser mais vulneraveis ao ataque de insetos e por isso contém niveis
mais altos de ecdisterdides, sendo assim, apoiando que os fitoecdisterdides atuam como

um mecanismo de defesa contra a predagfio de insetos (SAVCHENKO, 2001). Este
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padréo de distribuicdo é semelhante com estudos com Chenopodium album encontrado
anteriormente (DINAN, 1992),

Estudo comio o de Festucci-Buselli (2008), mostrou que de 120-210 dias de
desenvolvimento de P. glomerata ocorreu um acumulo de massa seca, porém a
porcentagem de 20E inicialmente foi reduzida e mantiveram-se niveis constantes

mostrando apenas uma pequena variag@o. Diferente com o Ipé amarelo que mostrou
niveis crescentes tanto em valores de porcentagem de 20E quanto quantidade total de

20E.

A distribuiéo de 20E no corpo vegetal do ipé amarelo mostrou maior acimulo do

metabolito nas raizes resultados também observados em P. glomerata observados por

Festucci-Buselli et al. (2008). Em estudos com Spinacia oleracea L. observou baixas

concentragdes em raizes e maiores concentragdes em folhas (BAKRIM et al., 2008).
Contudo pode-se perceber neste estudo que as concentragdes de 20E nas raizes siio
diretamente proporcionais ao teor de massa seca.

Jé nos cotilédones os teores do horménio diminuiram com o tempo, pois eles

tendem a ser degradados. sendo assim, sua energia armazenada é consumida para a

producdo de inimeros compostos e os graficos demonstraram que ocorre uma reducio
na quantidade de horménio ao longo do desenvolvimento, € em determinado momento,
todos os cotilédones ja haviam sido degradados. Estudo como de Grebenok e Adler

(1991). visualizaram em Spinacia oleracea que nas primeiras coletas da espécie os
cotilédones apreséntam maior biomassa, mas as concentragdes de 20E em cotilédones

foram mais baixaé em relagdo as folhas, semelhante a este resultado, foi observado por
Bakrim et al. (2008) onde os cotilédones de Spinacia oleracea L. apresentaram baixas
concentragbes de 20E enquanto que em folhas aumentou, demonstrando que o 20E ¢é

continuamente redistribuido se movendo para as outras regides das plantas.
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3.5 CONCLUSAQO

Os resultados indicaram que 20E foi consistentemente detectado em todos os érgios

analisados, sendo acumulado em folhas caules e raizes; contudo, apenas nos eéfilos

ocorreu uma excegdo, ndo sendo observados niveis detectaveis de 20E.
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