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1. INTRODUCAO

As giberelinas s#o substéncias reguladoras de cresci-
mento e componentes enddgenos das angiospermas, gimnospermsas,
pteridéfitas e provavelmenie também de musgos. hepéticas e
algas (CROZIER, 1883).

Uma revis@o do histérico das giberelinass foi feits
recentemente por TAKAHASHI et al. (189¢). No inicio deste sé&-
culo KUROGAWA (1828}, estudando uma doenga de arrcz chamada
"Bakanae”, que era caracterizada por um crescimento excepcio-
nal da planta, observou que o fungo Gibberella fujikuroi ers
responsével por essa condigeBo € que, em lsbhoratdrio, culturas
de fungos secretavam uma substéncia que causava O mesmo alon-
gamento da parte aéres em plntulas de arroz sadias, isto &,
néoc contaminadae pelc fungo. YABUTO & SUMIKI ({193B) consegui-
ram cristalizar esta substéncia indutors do crescimento, gque
eles chamaram de giberelina. Em 1858, CRUOSS et al. foram os
primeircs a determinarem a estrutura do acido giberélico ou
GAn, €& logo depois disto, foli demonstrado que as GAs s30 com-
ponentes naturais, também, dos tecidos das plantas superio-
res. A primeira GA identificada em plantas superiores foi a
GAi, em sementes imaturas de Phaseolus multiflorus (s&gora
classificada como Fhaseclus coccineus).e a GA isolada pareceu

ser a mesma detectada em fungos (MacMILLAN & SUTER, 1858).




Em plantas superiores as GAs controlam uma série de
processos de desenvolvimento, como alongamento do eixo cauli-
nar, germinaclc, crescimento de gemas, floragHo, desenvolvi-
mento de frutoe e indugBo enzimética (CROZIER, 1881 e 1983:
GRAEBE, 1987).

Até o presente momento 72 GAe (Figura 1) foram isocla-
das de fungos e plantas superiores e foram denominadas como
GAs livres (HEDDEN, 1887). Entre estas, algumas foram encon-
tradaes em culturas de fungos, outras s%c exclusivas de elan-
tas superiores, enguantc que existem GAs que foram detectadas
em ambas (CROZIER, 1883). Em tecidos de plantaes supericres
estas giberelinas variam qualitativa e guantitativamente com
& tempo, podendo se conclulr gue as GAs sBo stivamente meta—
bolizedas nos tecidos das plantas (SPONSEL, 1883a). Varias
das GAs conhecidas s30o provavelmente precursoras ou cetabéli-
tos de algumas poucas GAs que 880 BS gue tém funcio hormonal
per se (HEDDEN et al., 1878). Existem também giberelinas con-
jugedae sendc as mais comuns as ligadas covalentemente a uma
molécula de glicose (SCHNEIDER, 1983). Elas sBo principalmen-
te de dois tipos, GA-GEt e BA-GEs. A GA-GEt tem a moléoula de
glicose ligada 8 grupo hidroxil e a GA-GEz2 tem sua moléculs
de glicose ligada ao grupo carboxilico do C-7 (SCHNEIDER,
19833.

Estruturalmente, as GAe s8o diterpenos ciclicos gque

possuen um esgueleto bésico de ent-giberelanc (Figurs 2) e




GA]Q GAZQ

Figura 1. Estruturas das Gas (GA; - GAzg) (HEDDEN, 1987).




Continuagdo da Figura 1. Estruturae das GAs (GAz7 - @a72)
{HEDDEN, 1987).
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Figura Z. Esqueleto de ent-giberelanc (CROZIER, 1883).




podem ser divididas em dois grupoe: as Cop-GAs, que possuenm
2@ &tomos de carbono e as C19-GAs gque poessuem 19 Atomos de
carbono, pela perda do carbono 2¢ durante o metabolismo
(CROZIER, 1883). As Cpp-GAs sBo caracterizadas pela presenca
do C-2@ que pode aparecer como grupo CHa, CHzOH, CHC ou COOH.
As que sapresentam no C-20 um grupo CHoOH podem formar uma 1i-
E&gi0 d:lactona com ¢ C-19. As C19-GAs possuem, com excegdo
da GAyy. wuma ligag8o §-lactona entre os carbonos 19-1@. A
presenga de grupos hidroxila (-OH) geralmente ocorre nas po-
slgBes ZP, SP ou 13, embora possam ocorrer em cutras poeigdes
da molécula. As varis¢B3es nas posigdes das hidroxilagBes,
carboxilaeles e liga¢Bes lactonas afetam o grau de atividade
biclb6gica das GAs nos bioensaios (CROZIER et &l.1870). As
C1g-GAs apresentam uma atividade biclogica malor guando com-
paradas com as Cpp-GAs (REEVE & CROZIER, 1974). Foi demons-
trando que, as C3g-GAS com 3B-hidroxilagHo, 3p,13-dihidroxi-
lagBo ou dupla ligacBo na posigBo 1 e 2 s8o maie ativas, en—
guanto gue as GAs com zpmhidroxilacao n8c apresentam stivida-
de biolbgica (REEVE & CROZIER, 1974).

A biossintese e metabolismoc das GAs podem ser dividi-
do em trés etapas: (12) a biossintese do ent-caurenc, a par-
tir do mevalonato, (22) a bicssintese do GAjp-aldeido a par-
tir do ent-caurenc e (32) a biossintese de GAs a2 partir do
GAjp-aldeido (GRAEBE,1987). O primeiro e segundo caminho Ja
estdo bem estabelecidos, sendo aparentemente o mesmo tanto

para fungos como para plantas superiores, enquanto que o ter-




ceirc caminho pode ser ramificado em vapriss direcBes depen-
dendo da espécie e do tecido vegetal (HEDDEN ef &l., 1878:
CROZIER, 1981 e 1883; GRAEBE, 1987).

0 caminho bicssintético para o ent-caurenc via &cido
mevaldnice, Jj& fol bem estudado no fungo Gibberella fujikuroil
(EVANE & HANGSON, 1972 apud COOLBAUGH, 1883) e em sistemas 1i-
vres de células de plantas superiores, por exemplo, sementes
imaturas de Marah macrocarpus (GRAEBE et al., 1965),
Curcubita maxima (GRAEBE, 1968}, Fhaseolus cocclneus
(TURNBULL ef al., 1988) e em pléntulas de Ricinus communis
(ROBINSON & WEBT, 187@), Piswm sativum (COCLBAUGH et al.,
1973) e Zea mays (HEDDEN & PHINNEY, 1878). Como mostra a Fi-
gura 3, o0 &cido mevalénico & primeiramente convertido em iso-
pentenil-pirofosfato gue ¢é o intermediérioc na formacBc dos
terpenos ciclicos. O préximo passo € a formsagd8oc do geranilge-
ranil-pirosfosfato, que & metabolizado via copalil-pirosfocfa-
to, dando origem ac ent-caurenc (COOLBAUGH, 1883). As enzimas
responsbvels pela conversfoc do dcido mevalfnico em ent-caure-
no sBo solGveis e requerem ATP, Mg*t e Mn** como cofatores
(COOLBAUGH, 1983).

0 metsbolisme do ent-caurenc até o GAjo-aldeido foi
demonstrado no fungo G. fujikurci (WEST, 1873} e em sistemas
livres de células de varias asnglospermas como Pilsum sativum
(COOLBAUGH & MOORE, 1871) e Zea mays {(WURTELE et al., 1882).
Embora n8o tenha sido confirmada em plantas superiores intac-

tas devido &s dificuldades técnicas do estudo, assume-2e gue
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Figura 3. Via biossintétice do mevalonate¢ a0 ent-caurenc

(COOLBAUGH, 1883).




a via demonstrada in vitro também ocorra in vivo (SPONSEL,
1983a). Esta etapa do metabolismo esté esquemstizeda ns Tigu-
ra 4 (HEDDEN, 1883). Compreende os seguintes passos: o ent-
caureno € oxidado seguéncialmente, produzindo o &cido ent-7-
-~ hidroxicsurenbico gue é o precursor direto da GAjp-aldeido
({HEDDEN, 1883). H&, também, uma segunda ramifica¢3o gque &€ =a
produglo do &cido ent-8X-T-dihidroxiceurendico a partir do
&cido ent-7% - hidroxicaurentéico. O papel fisiolégico deste
produto até o momento permanece desconhecido (MORITZ, 1889).

Os estudos da biossintese e metaboliemo das gibereli-
nas & partir da GAjp-aldefdo s3o importantes para esclarecer
quais 830 as GAs fislcldgicamente ativas e como e onde os ni-
vels endbgenos das mesmas s880 controladas {HEDDEN, 1887).

A conversBio de GAip-aldeido (Cpp-GA) em outress GAs
foi bastante estudads em G. fujikurci (BEARDER, 1883). Estes
estudos fornecem a base para ¢ estudo do metabolismo das GAs
em plantas superiores. Assim, notou-se em (. fujikurci, gque
apbs hidroxilagBes e oxidaqgles do GAjp-aldeido formando ou-
tras GAe de 20 carbonos, ocorre a perda do C-20 da molécula
dando origem &= GAs com 18 carbonos (BEARDER, 1883). Em plan-
tas intactas as informagbes sobre sg provéveis vias metabdli-
cas partindo do GAjo-aldeido formando as Cig-GAs sBo especu-
lativae e se baselam nos tipos de Copp-GAs gue ocorrem natu-
ralmente na espécie onde o metabolismo esté& sendo estudado
{SPONGEL, 1883a). Como nas angiospermas, existe uma série de

Cop-GAs estruturalmente diferentes dass encontradas em 6.
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fujikurci, presume-se gue, em plantas superiores, existam
vias metabOlicas alternativas as encontradas em fungos
(SPONSEL, 1883a).

Estudos sobre o metasbolismo de reguladores de cresci-
mento em plantas superiores apresentam algumas dificuldades.
A gquantidade de GAs em plantas superiores, easpecialmente nos
tecidos wvegetativos, € muilto baixa (TAKAHASHI et al., 18886),
devendo-se tomar cuidado no fornecimento de precurscores &s
rlantas para que sejam aplicadas concentragBSes fisiolégicas
(SPONSEL, 1883a). Tem-se conhecimento de que apenas uma pe-
gquens quentidade do precursor fornecido & planta & absorvido
por ela. Parte da substlncia que foi sbsorvida é translocada
para o© 8itic de metabolismc, enguanto uma outra parte éode
desviar e ir, por exemplo, para o vactolo onde & convertida,
por enzimas n8o especificas, em produtos que nio sBo produzi-
dos in vive (HEDDEN, 1887). Também apasrecem problemas durante
a extrag8c e purificacBo dos metabsdlitos dificultands sua
identifica¢8o (SPONSEL, 1983a).

Fatores ambientais como luz, fotoperiodo, disponibi-
lidade de &gua, etc, também podem alterar o metabolismo das
Ci19-GAe fornecidas as plantas durante um estudo do metabolis-
mo. A maior parte dog trabalhos mostrou desativac8o das GAs
aplicadas, tanto por Zﬁwhidroxilacao como por conjugacdo. Es-
tes psesos metabblicos nBo ocorrem em G. fujikuroi, onde es-
tas GAs n&o tém funedo (SPONSEL,1883a). Desta forma., SPONSEL

(1983a) sugere que estes processcs de desativaclo devem estar
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especialmente relascionadoe so controle dos niveis de GAs bio-
logicamente ativas nos teclidos das plantas superiores.

Estudos in vitro, muitas vezes podem superar estas
dificuldades. A desvantagem desta técnica &, por exemplo, =&
fragmentsagBoc do tecido da planta, possibilitando o mcesso de
enzimas ao substrato, do gqual elas s8¢ normalmente separadas
espacialmente. Portanto, experimentos usando plantas intactas
880 necessérios para verificar se uma determinada via metabd-
lica também ocorre in vivo. Fendmenos que envolvem a intera-
¢8o de diferentes tecidos ou érgBos da planta sBo também mais
bem estudados in vive (SPONSEL, 1883a).

Sementes imaturss mostram ser fontes ricas de GAs e podem
conter no total cerca de 5@ mg de GA por kg de peso de maté-—
ria fresca. Esta quantidade € muitas vezes maior do gue a de-
tectada em outros tecidos de plantas superiores {ver HEDDEN,
1887). A quantidade e & diversidade de GAs nas sementes im&-
turas e maturas de FPhaseolus coccineus e Phaseolus vulgaris
tém feito destas espécies o material ideal para o estudo do
metabolismo de GAs (SPONSEL, 1883a). DURLEY et al. (1871)
utilizando cromatografis gasosa, identificarem as Cjg-GAs
GA1., GAg, GAg, GAg, GAj7, GAi1g e GApp, em diferentes estadios
de desenvolvimento das sementes de ambaes as espécies (FPhaseo-
lus vcocecineus e Fhaseolus vulgaris). HIRAGA et al. (1874a e
1974b) isclaram ss GAs livres e conjugmedas GAg, GAzg., GA4s.
GAg-GEL, GA3;-GEs, GA4-GEt, GA3z7-GEt e GA3g-GEt, de sementes

imaturas e maduras de FPhaseolus vulgaris. 0Os resultados indi-
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cam Qque hé& ums ampla distribuicBc das GAs livres durante o
desenvolvimento da semente, mes ha um declinic das GAs livres
e um acumulo das GAs-conjugadas & medida que a semente se de-
senvolve (HIRAGA et al., 1874a & 1974b).

0 metabolismo das Cyg-GAs em FPhaseolus vulgaris foi
bastante estudado por YAMANE et a&l. (1975 e 1877). Este grupo
tomou a precaug8o de usar GAs que ocorrem endogensmente nesta
espécie. A via metabblica das Cig-GAs fol estabelecida atra-
vez do fornecimento de Cjg-GAs marcadas radioativamente as
sementes de Phaseolus vulgaris tanto in viveo (YAMANE et al.,
1875), como in vitro (YAMANE et al., 1877). Os resultados ob-
tidos nestes tresbalhos utilizando cromatografis gasces asso-—
ciada a espectrometris de massa, sugeriram que existem duas
ramificagdes da via biossintética das GAs, & partir da GAjo-
aldeido como ilustra a Figura 5. A principal diferenga entre
as duas € gue uma envelve a hidroxilag®o no carbono da posi-
¢80 13 da moléculs e a outra envolve hidroxilag8o no carbono
da posigdo 3 da molécula. Na via da hidroxilagBo no carbono
i3, a GAjp-aldeido sofre hidroxilagfo no carbono 13 dando
origem ao GAgg-aldeido gue perde o grupo aldeido da posiglo 7
dando origem ao GAgz.A GAjo-aldeido pode também ser converti-
da em GAjp que sofre hidroxilagBo no carbono 13 produzindo
GAg3. A GAgz ¢ metabolizada dando origem & GAgq que é conver-
tida em GAjg. Esta Ultima dé origem & GAop (primeira Cyig-GA).
A GAgp pode sofrer uma oxidag8o produzindo GAs, podendo, tam-

bém,se ligar a uma molécula de glicose formando uma GA condu-
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Figura 5. Caminhec hipotético do

al., 1975 e 1877},

GA 4,
LACTONA ABERTA

metabelismo de GAs (YAMANE et
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gada,a GAQQ"GES’ Atraves de outra coxidagBo a GAs pode dar

origem & GAg. Na via de hidroxilsg8o no carbono 3, a GA1p-al-
dedgo & metabolizada,dando origem & GA1s gque é convertida em
em GhAgg, via GApy e/ou GAgy. A etapa final desta sequéneis &
a conversfo da GAzg em GAs. Os resultados obtidos mostraram
que a GAzp atravée de uma hidroxilag8o no C-3 e & GA4 através
de uma hidroxilac8o no C-13 d8c origem a GAy, mas néo hé in-
dicagdes de qual seja o caminho preferencial para a sintese
da GAj endbgena. A GAj1, por suas vez, pode ser desativads por
uma ZB-hidroxilacBo formendo a GAg (YAMANE et a&l., 1975 e
1877). Tanto & GA; como a GAg podem se ligar a acucares for-
mando as GAs conjugadas: GAj-GEt, GA3-GEs e GAg-GEs (MALCOLM

et al., 1881;.

FRYDMAN et al. (1874) e SPONSEL (1983t) identificaram
em sementes imaturas de Fisum sativum cv.Progress N°9, a GAg,
a GAj7. a GAgp, a GAygy, a GAgy e o catabblito da GAog. Em
Vicia faba além das GAs citadas acima SPONSEL et al. (1879)
identificaram também a GAsgs.

Estudos feitos por KAMIYA & GRAEBE (1983) in vitro,
com sementes de FPisum sativum cv.Kleinrheinlander sugeriram
que as primeiras Cyg-GAs formadas s8c as GAg e GApg, através
de duas vias metabblicas. q§a delas € a via de n8c hidroxilas-
¢80 precoce do C-13, na gual & primeira Cig-GA formada € a
GAg. tendo como precursora imediata a GApy. Este caminho &
semelhante ao gue ocorre em fungos. A ocutra & a via de hidro-

xilag80 precoce do carbono 13 (Figura 5). Parece que esta via
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metabblica, da “hidroxilagBo precoce na posigBo 13" & de
ocorréncia geral em plantes superiores (BEARDER, 1983).
Embora poucoc se saiba a respeito da compartimentacBo
das giberelinas a nivel celular, alguns trabalhos moetram que
uma daes enzimas envolvidas na biossintese das GAs, a 2B-hi-
droxilase., esté predominantemente presente nas teastas das se-
mentes. TAKAHASHI et al. (1986) trabalhando com extratc de
sementes imaturas de FPhaseolus vulgaris nfo detectarsm a pre-—
senga desta enzima. Contudo, quando foram detectadss as GAs
endOgenas no embri&oc e na testa, tanto a GAg como & GAng, am-
bas com grupo hidroxila no carbono 2, estavam presentee nas
duas regibes, mas em maior gquantidade na testa. Resultado se-
melhante foi obtidc em sementes maduras de FPhaseolus
cocclineus {(ALBONE et al., 18B4), onde o GAg e o seu catabdii-
to também estavam presentes em maior guantidade na testa.
Evidéncias c¢rescentes sobre a compsartimentacB8o das
GAs vem da descoberta que & GApp e & GAsg estBo presentes nos
cotilédones de sementes maduras de Pisum sativum (SPONSEL,
1983b). A GApg é sintetizada nos cotilédones e traﬁsportada
rara & testa onde & convertida em catab&lito do GApg. Este é
conduzido até o embrifBio durante ¢ processc de germinacgio.
Apesar da stividade biol6gica das GAs conjugadas e cataboli-
tos das GAs ser muito mais baixa gue a das GAs livres, elas
podem regular processos fisiclégicos alterande o nivel de

subset8ncias reguladoras de crescimento ativas.
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Estudando o processo de alongamento do eixo caulinar,
em Pléntulas de Zea mays, que PHINNEY & SPRAY (1982) desco-
briram que a GA; € & giberelina biolb6gicamente ativa per se.
HEDDEN et al. (1872) identificaram GAy17, GA1g. GAgzp. GA44.
GAg3 €& em baixas quantidades GAj, GAg e GApg como componentes
endégencs de pléntulas normaie de milho e isto os levou a su-~
ror gque a "via de hidroxila¢8c precoce do C-13" (Figura 5)
poderia ocorrer nesta espécle. O estudo de mutantes andes de
milho nomeados de dwarf 1 (d-1)., dwarf 2 (d4-2), dwarf 3 (d-3)
e dwarf 5 (d-5), contribuiu para o estabelecimentc dos dife-
rentes passos desta via. 0 nanismo nestes mutantes & eXpresso
apbs & germinacBo e pode ser superado através de tratamentcs
com GAs (FHINNEY, 1884). Os resultados obtidos nesses experi-
mentos indicam gque o0 nanismo € atribuido a blogueics em dife-
rentes passos da via bioesintética gque leva 8 formag8c da
GAj1. Estudos semelhantes feitos com mutantes de Fisum sativum
(INGRAM et &l., 18B4) e Oryza sativa (SUZUKI et al., 1881)
sugerem que a GAy, também, pode ser a "GA ativa’ gue controlsa
o alongamento do eixo caulinar.

Apesar dos estudos com milho (PHINNEY, 1884), ervilha
(INGREAM et =al., 1984) e arroz (SUZUKI et &l., 1881) terem
ajudado & spontar & estrutura da GA “ative”, eles fornecem
poucce esclarecimentos sobre como realmente a GA promove o©
alongamento do eixo casulinar. Deve existir uma sequéncia de
eventos, partindo da intera¢fo priméria ds GA com o seu sitio

receptor até o processo real de alongamento celular. Acredi-

17



ta-se que os receptores da GA possam ser protefnas (MONTEIRO
et al., 1885;.

Dalbergia miscolobium, também denominada D. violacea
ou [D. dolicopetala & uma espécie de leguminosa de porte arbé-
reo, presente em todoes o8 cerrados desde o Parané até o Cea-
ré. E popularmente conhecida como “a&biﬁna“do—cerrado" ou
"Jacarandé-do-cerrado” e seu potencial madeireiro & semelhan-
te &c de D. nigra, chamada ‘"jacarand&-ds-bahis" (RIZZINI,
1971). MONTEIRO ef &l. (1888) detectaram a presenegs de GAj.
na concentracfc de 80¢ pmoles.g"l de peso de matéria fresca
apts 3 horas de embebigBo das sementes de D. miscolobium. Es-
te nivel diminuiu até 202 pmoles.g~l de peso fresco apés 24
horas de embebigBo, permesnecendo relativamente conetante du-
rante o8 b dias subsequentes. Apesar de mudangas nos niveis
endogenos de GAj1 terem sido medidas durante o crescimento
inicial de D miscolobium, n¥o se conhece nada a fespeite do
metabolismo de giberelinas nesta planta. Como j& foi dito an-
teriormente, & via bioesintética das GAs a partir do mevalo-
nato até GAjp-aldeido, parece ser comum para todas as plan-
tas, mas a partir daf varia¢Bes podem ocorrer entre espécies
diferentes (GRAEBE, 1887). Apesar destas variagBes, existe
uma sequéncia bésica para todas as vias gue é€ a oxidag30 su-
cessiva do carbono 20, levando & sue eliminsgdc da moléocula e
a formagl8c de giberelinas com 18 carbonos, que tém atividade

biclégica maior (BEARDER, 1983). Apbe s perda do carbono 20,

hidroxila¢des ocorrem nos carbonos 2, 3 e 13 levandoe & forma-
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¢80 da GAj que, em v&rias plantas, & a giberelina biclogica-
mente ativa (PHINNEY, 1984).

0 objetivo deste trabalho consistiu em estudar, em D,
migcolobium, o metabolismo das giberelinas precursoras dire-
tas da GA;, GA, e GAgyp, bem como de outros intermedidpicg e
produtos de metabolismo da GAjp, durante o crescimentoc inicial
do embrific , a fim de se entender o controle dos niveis endé-

genoe de GA1 nesta fase do desenvolvimento.
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2 .MATERIAL E METODOS

2.1.Material Vegetal

As sementes de Dalbergia miscolobium utilizadas neste
trabalho foram coletadas entre abril e maio de 1989, no qui-
lémetro £ da antigs estrada gque dava acesso & cidade de Iti-
rapina-5P.

Os frutos foram trazidos para o laboratério do Depar-
tamento de Fisiologla Vegetal do Instituto de Biclogia na
Universidade Estadual de Campinas (SP), onde secsram em tem-
peratura ambiente por cerca de um meés. Apbs este pericdo fo-
ram selecionados, separando-se as sementes dos frutos. As se-—
mentes foram armazenadas em sacoe plésticoes lacrados e manti-

das em geladeira a 11°C, até serem utilizadas.

2.2.Metabolismo de GA= Durante & GerminagBo

Vigando o acompanhasmentoc do metabolismo das GAs, du-
rante a germinagio, aplicaram-se &s sementes, diferentes GAs
radicativas. O efeito da quantidade de GA aplicada no metabo-

liemo feol verificedo aplicando-se E1,2*3HJG34 conjuntamente

com GAy n&cg marcada em diferentes concentragBes.
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2.2.1.Apliocagic de GAs Radiocativas

Ap6s 3 horas de embebicBo, em &gua corrente, retirou-
se © tegumento daes sementes. Estas, foram colocadas em placa
de Petri de 15 cm de difmetro, forrada com papel de filtro
umedecido com 1€ ml de Agua destilada, formando lote de 15
sementes.

A seguir, com o auxllio de uma microseringas, foi
aplicada sobre o eixo embrionério de cada semente, uma gota
de 2 pl contendo 1x18% dpm das seguintes GAs  radiocativas:
[1,2-3HIGA; (atividade especifica 1.1x1015 Ba.mol-1),
[1-SHIGAg (atividade  especifica 7.3x1012 Ba.mol™1),
[1,2-%HIGA; (atividade especifica 1.4x1615 Bg.mo1-1j,
[2,3-3H]GAe (atividade especifica 5.3x1213 Bg.mo171),
[1—3HJGA5 (atividade especifica 1.9x1014 Bg.mol-1) ou
[17-H]GAjg (atividade especifica 1.8x1015 Bq.mol-l). As GAs
foram diluldas em metanol e &gua destilamda, na proporglo
50:5¢ (v/v). Estas giberelinaes foram gentilmente cedidas pelo
Dr.Alen Crozier da Universidade de Glasgow (Escécia).

ApGs a aplicagBo de GAe as placas foram colocadss em
cémara de germinagBo (FANEM 347F) a 250C constantes, com
iluminag¢Bo continva (320 uW.cm™2) fornecida por lémpadas
fluorescentes, permanecendo neste local até o final do perio-
do de incubacg8o.

C periodo de incubag¢Bo, para os tratamentos gue rece-

beram [1,2-3H1GA;, [1-3H]GAg, [1-SH1GAs ou [17-3HIGA;g. foi
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de 24 e 96 horas, enguanto que, os que receberam [1,2-3H]GA4
ou [2,3*3H}GA2e tiveram os seguintes perfsdos de incubacglo:

@, 32 minutos, 2, 12, 24 e 86 horas.
2.2.2.Aplicag8io de [1,2-PHIGA4 e GA4 n&o Marcada

Neste caso, as sementes foram preparadas como descri-
te no item Z.2Z.1.. Sobre o eixc embrionério de cada semente
foi aplicade uma gota de 2 nl contendo 1x16% dpm de
[1,2-3H1GA4. aseim como concentragBes crescentes de GA4 ndo
marcada (controle, ©.1, 1, 12 e 10@ ug) em solugso de metanol
e Agua destilada, na proporgdo 5€:5@ (v/v). 0 periodo de in-
cubagio utilizado fol de 96 horas, para cads um doe tratamen-

tos.
2.2.3.Extrag8o de GAs

Ap6s a incubagBo das sementes, noe tratamentos cita-
dos acima, 1@ sementes por tratamento foram colocadas em
frascos de vidro, contendo 30 ml de so0lugBo de metancl e an-
tioxidante BHT (©.Bb mg : 1 1 MeDH)., onde permaneceram arma-
zenadas em freezer, até s etapa posterior de extrac8o.

A extrag8c fol feits homogeneizando-se o materisl em
um aparelho tipo Polytron acoplado & um ultrassonicador kine-
mético. O homogenelizado fol mantido por uma hora, em tempers-

tura e luz ambientes, sendo ent8o, filtredo & vécuo. Do resi-




duc foi feita a extragfo por mais 3 vezes, com igual volume
de metanol, sgendo ovs filtradoe reunidosz.
0 extratc metandlico assim obtido, fol guardadeo em

freezer até ser anslisasdo por HPLC-RC,

2.2.4.Fracionamento & PurificacBo de GAs Livrea e GAes

Conjugadas

Para o fracionamento e purificacfo de GAs livres e
GAs conjugadas éteres e ésteres, utilizou-se o método descri-
to por Moritz (1988). Para tanto, foram utilizados, somente
vs extratos metanblicos de sementes incubadas com GAs radioca-
tivas durante um periodoc de 896 horas, com excecdo dos extra-
toe incubados com [1-SHIGAg e [17-SH1GA1g que n#o foram fra-
clionados.

0 extrato metanblico foli submetido & evaporagBo até
secagem completa em evapcradeor rotatdrio, a vacuo, em tempe-
ratura de 30°C. A seguilr, o extrato foi ressuspendidc em 5 ml
de tamp@io fosfato de sédic, 5 mM, pH 85.¢ e a ele foi adicio-
nado 9.2 g de PVPP insolGvel. Este extrato foi filtrasdo & véa-
cuo e o residuo de PVPP lavado com mais D ml de tampBo fosfa-
to.

O Esquema 1 mostra 08 principais passos do fraciona-
mento usado para purificar as diferentes GAs presentes no ex-
trato apfs o tratamento do mesmo com PVPP. Os 12 ml do extra-

to, preparsdo come descrito acima, foram colocados em uma co-~
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24
10 mi DO EXTRATO

L 4

COLUNA DE QAE —SEPHADEX

e~ EluicBo com 20ml de tamploc fosfato
de s6dic SmM, pH 8,0

- «— Eluico com 25ml de cloreto de sddio
GAg ESTERES IM, contendo 1% de dcido acetico

GLICOSIDEOS

y

GAs LIVRES + GAg ETERES
GLICOSIDEOS

pH AJUSTADC 2,8

5x FRACIONAMENTO COM 2/5
VOL. ACETATO DE ETILA

l

FRACAO AQUOSA FRAGAO ACETATO DE ETILA

|

3x | FRACIONAMENTO COM /3 EVAPORACAO A VACUD
VOL. DE BUTANOL ,

| GAg LIVRES
s
i g
FRACAO AQUOSA FRACAD BUTANOL
{DESCARTADA } 3

2x [FRACIONAMENTO COM 1/5

VOL. DE H0, pH 2,8
|

f l

EVAPORACAO A VACUO SAIS
I {DESCARTADO}

GAg ETERES GLICOSIDEOS

Esgquema 1. Principais passos do fracicnamento usado para pu-
rificar =&as GAs lﬁ%res e GA= conjugadaes presentes
em extrato de sementes de D. misecolebium (MORITZ,

1889).



equilibrada com tampso fosfato 5 mM, pH B.@. O extrato foi
ent&o eluido com 20 ml de tampBo fosfato BmM, pH 8B.8. Os
primeiros 30 ml coletados, continham GAs-GEe e foram liofili-
sados antes de serem anslisados por HPLC-RC.

. As GAs livres e GAs-GEt foram eluldss dsa coluna de
QAE-Sephadex, com 25 m]l de cloretc de s6dio 1 M, contendo 1%
de 4&Acido s&acético. O pH da solugBo doe 25 ml coletados foi
ajustado para 2.8, sendo a seguilr fracionado por 5 vezes com
2/5 do volume de acetato de etila. As GAs livres permaneceram
na fragio do acetato de etila que fol colocado em freezer por
Z4 horas, seguindo-se filtracBoc para remogdo da égus & evapo-
rag8o vécuo, antes de ser analisado por HPLC-RC. A fragBo
aguosa, remanescente, fol fracionada por 3 vezes com 1/3 do
volume de butancl para remover as GAs-GEt. Antes de secar, o
extrato butandlico fol fracionade por 2 vezee com 1/5 do vo-
lume de &gua com pH ajustado pars 2.8, para remover o 8Sals
presentes noc extrato. Apds secar o extrato butendlico, proce-—
deu-se & anédlise dos conjugados éteres glicosideos presentes

por HPLC-RC.
2.2.5.Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia
C egistema de cromatografia liguida de alta eficiéneia

em fase reversa, utilizando coluna de ODS-Hipersil(5 um) me-

dindo 250 mm de comprimento por 5 mm de difimetro, foi utili-
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zado para anélise dos metabélitos radiocativos presentes nos
extratos. A fase mbvel constituiu-se em &cido acético ©.5%
(solvente A) e metanol (soclvente B).

Os solventes foram injetados na coluna (1 ml.min~1)
por meioc de 2 bombas controladas por um microcomputsador (LKB,
mod.21852). A medida em que o material saia da coluna, era
misturado com liguido de cintilag8Bic (12 g de PPO, 200 ml de
metancl, 399 ml de triton X-10¢ e 7020 ml de xileno), bombeado
numa taxa de 3 ml.min.~l (bomba-Reeve Analitical, mod.97@2)
antes de passar pela célula fluxo homogénea do detector de
radicatividede {(LKB, mcod.12€8).

Os plcos radicatives foram registrados num integrador

(LEB. mod.2122).

2.2.5.1.8eparaglo de GAe Radiostivas Padréo

Para o estsbelecimento de uma metodologia adeguada
para & anllise dos metabblitos de GAs presentes nos extratos,
varias elui¢Bes por gradiente foram feitss usando-se GAs ra-
dicativas padrlo, até a obtengBo da condigBo qQue proporcionou
a melhor separsag8o das mesmas.

Uma aliguota referente a 10x102 dpm de cada uma das
seguintes GAs radicativas: [1-SHIGAg; [1,2-SH]GA1: [SHIGAg,s:
[2,3-9H1GAzp: [17-SHIGA1g: [1.2-3HIGA4; [17-3HIGA14 e
{2,3—3H3GA9, fol evaporada sob fluxo de Nz lfquido até s se-

cagem completa. O material foil ent&o ressuspendido em metancl

26



e &cido acético ©.5%, na proporg8c usada no inicio do gra-
diente, antes de ser analisado por HPLC-RC.

Com base nos resultadoe obtidos nests separscso, es-—
colheu-se um gradiente de elui¢lo de 20 = 72% de metanol em
dcido aceéetico ©.5%, durante 4@ minutos, para & anélise dos

metabélitos doe extratos.

2.2.5.2.Preparc das Amostras e Andlise dos Metsbslitos
de GAs Produzidos

Antes das amosiras serem submetidas & HPLC, & radica-
tividade em cada extrato fol medida utilizandc-se um contador
de cintilagBc (LKB, WALLAC 1211 MINIBETA). Aligucotas de 1 ml,
em cada um dos extratos, foram retiradas e & elss foram
acrescentadas 5 ml de liguido de cintilsgBo. O 1ligquido de
cintilag8c constituiu-se em: 5 g de PPQ, 9.3 g de POPOP, 289
ml de triton X-1€9, 300 ml de tolueno e 78Q ml de metanol.
Baseando-se nestes resultados, retiram-se aliquotas de 50x1093
dpm, de cada um dos extratos, com excecfo dos extratos de
GA1-GEe. GAs-GEs e GAzp—-GEs onde retiram-se aliquotas de
20x10° dpm. Cade aligucta foi submetida & secagem completa
por evaporadorsgdo a vacuo. Em seguida o material foi nove-
mente ressuspendido em 1 ml de metanol e a amostra fol evapo-
rada sob fluxo de No liguido até a secagem. S6 entdo o mate-
rial tornou & ser ressuspendido em metanol e &cido acético

©.5%, na proporg¢io 15:85 (v/v) e centrifugado para & remogho
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de resfducs presentes.
Os extratos foram, entdc, analisados em HPLC-RC como
deascrito scima. Para a identificse¢So dos picos radicativos

obtidos foram felitas co-cromatografiess com as GAs radiocativas

padrio.
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3.RESULTADOCS

3.1.GAe Radicatives Padrio

A Figura 6 ilustra ¢ perfil cromatografico obtido
apés &a HPLC-RC das GAs radiostivas padr8o. Notou-se gue de
acordo com & polaridade de cada GA, o tempo de retencBo obti-
do foi o seguinte: [1-SH1GAg foi eluida em 12.9 minutos,
[1,2—3H}GA1 em 21.4 minutos, [3HJGAS em Z2.5 minutos,
[1-3H}GA; em 31.7 minutos, [2,3-3H]GAzp em 32.8 minutos,
[17-3H1GA1g em 36.5 minutos, [1,2-3H1GA4 em 42.4 minutos,
{l?-SH]Gﬁ14 em 44.7 minutos e [2,3—3HBGA9 em 46.2 minutos.
Além dos picos referentes as GAs radiostivas padrZo, obser-
vou-ge a presenga de um outro pico (Iy1). Este pico foli atri-
buldo a uma impureza radiocativa presente na [3H]GA5/5. ¢ tem-

po de retengBo deesta impureza fol de 27.5 minutos.

3.2.Metabolismo de [1,2-3H]GA4 e GA4 n¥o Marcada

Com o intuito de se verificar o efeito da guantidade
de GA aplicada no metabolismo, sementes de D. miscolobium re-
ceberam uma concentrag¥o constante de [1,2-3H}GA4, assim co-

mo, concentragBes crescentes de GAg nBo mercada ( controle,
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Perfil cromatogréfico de GAes radicativas padr&o
apés a HPLC-RC.

HPLC em fase reversa: 250x50mm ODS-Hypersil (5 pm).
Fase mével: 20%-70% de metanol em &cidc acético
©.5%, durante 40 min.

Fluxo do solvente: 1 ml.min"1l; Fluxo do liquido de
cintilagfo: 3 ml.min™~1l.

Amostra: 10x103 dpm/GA padréo.

Sensibilidade do Detector de Radicatividade:16 cps.

In (I= impureza, n= nC da impureza).




2.1, 1, 10 ou 100 pg/2 pl ). Os dados obtidos, apds gg horas

(Tabela 1) mostraram gue nos tratamentos que receberam até 10
ng/2 pl de GA4 n8o marcada os metabdlitos produzidos, assim
como a quantidade de radiocsatividade recuperads para cada pro-
duto, foram praticamente os mesmos obtidos no controle., Ja o
tratamento com concentragdo de 102 ng/2 ul de GA4 n8o marcada
resultou em alteragBes substanciails nos metabdlitos produzi-

dos em relsg&o aoc controle.

3.3.Metabolismo de GAs Durante a Germinagio

Aes transformagfes sofridas por cada uma das GAs ra-
dicativae aplicadas &s sementes de D. miscolobium foram ana-—
lisadas por HPLC-RC, apbs diferentes periodos de incubacgdo.
As concentragfes de GAs aplicadae forasm sempre mencres do que

10 pg/2 pl ( 0.81 pg/2 pl).

3.3.1.Metabolismo de [1,2-SHIGA;

A [3HIGA; foi  fornecids as sementes de D,
miscolobium. Apbs 24 e 96 horas de incubagio, houve produgdo
de dols metabélitos, o My e o Mo, como pode ser observado na

Tabela Z.
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Tabela 1. O efeito de guantidades crescentes de GA4 n&%o mar—

- cada no metabolismo de 1x10% dpm de [1,2-SH1GA4 em
sementes de D. miscolobium, 88 horas, apds-os tra- -

tamentos. Dados expressos em % de radiotividade de

cada metabolito em relag8o ac total recuperadc apbs

HPLC-RC.
’ n.d.= metabdlito n¥o detectado.
T.R.= tempo de retengEo.
Mp = M (metabblito}, n (n® do metabdlito).
TRATAKENTDS
1.8,
KETARGLITD L, 2-3H36As | [1,2-3HIGA; | 01,2-3H16%; | [1,2-%H1éAs
{pin) tontrole * 8,1pg GRs | ¥ 1,080 GRs | + 18 pg Gha | + 18Bug 6Ry
ndc marcada | s¥e parcala | n¥o warcala | nic earcala
ie,7 K nd 2% 2,52 3% nd
i7.@ LH 3 3 4 3 nd
18,1 Kz nd 3 &% 7% 14y
21.4 Es nd nd m ad 43
23.% Be nd nd nd nd 3%
3.6 Ee 2% 18y 197 28 ni
35,5 LE nd nd 4,34 ¥ nd
36,3 Fe 3% 4y & 6% 14
3%.8 Es 43% 44% 39 4 73
48,9 Kie &y 26%, 21 16% 5%
4.4 Gy B nd nd ad 18




Tabela 2.

Metabolismo de [1,2-3HIGA;, em sementes de D.

miscolobium apby giferentes periodos de incubacio.
Dados expressocs em % de radloatividade de cada me-
tabblito em relacdBc ac total recuperado apds HPLO-
RC.

?=  guande ascompanha um tipo de GA, indica gue pos-—-

sivelmente esta € a GA presente.

n.d.= metabotlito nic detectado.
T.R.= tempo de retengBo.
M, = M (metabélito), n (n2 do metabdlito).

PER. 3E INCHBACKD

T.%. | RETARGLITO | IBEMTIFICA{AC

{min) 24 % %% 3
8.7 ¥y Ghg-GEt ? 16 32%
18,1 ¥, &fq-GEL 7 487 687

2L.,4 Gft4 a4y, nd
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A Figura 7 ilustra o perfil cromatografico obtido
apds 96 horas de incubsg8o. A {SH}Gﬁi fol toda metabolizada
em M1 e Mo, ambos mais polares que a E3H]GA1, eendo que, o My
é mais polar que & {3H3GA8. Com o intulto de se investigar a
identidade destes dois metabdlitos, o extrato metandlico, de
86 horas, foi fracionado e purificado em GAs livres e GAs
conjugadas. Os cromatogramas obtidos (Figura B) mostraram gque
tanto o M; como o M, eram GAs éteres glicosideos, uma vez
gue, eles estavam presentes spense na fragdo GA-GEt (Figursa
8B). Assim, o M3, gque fol eluidoc antes da [SH1GAg, pode ser o
{3H3GA8—GEt e o Mz, que fol eluildo apos a [SH}GA8 e antes da
[3H1GA; pode ser o [SHIGA1-GEt. Tanto na fragio GA livre (Fi-
gura 8A) comc ne fracdoc GA-GEs (Figura 8C), nenhuma radioati-

vidade significativa fol detectada.

3.3.2.Metabolismo de [1-SHIGAg

Quando a [3HIGAg foi fornecida &s sementes de D.
miscolobium, cos seguintes resulisdoes foram observados:

Tanto no tratamentc de 24 horas como no de 96 horas
de metsbolismoc a [SH1GAg nBo foi totalmente metabolizada. O
tnico metabblito produzido fol o My, como mostra a Tabela 3,
mais polar que & E3H3GA8. Poesivelmente este metabdlito, seja
0 mesmo identificado durante o metsbolismo da {BH}Gﬁl, a

[BH1GAg-GEL.
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Figura 7. Metabolismo de [1,2-SHIGAy em sementes de D.

miscolobium, 86 horas, apfg o tratamento.

HPLC em fase reversa: 250x5 mm ODS-Hypersil (5 um).
Fase mbvel: 20%-70% de metancl em Acido acético
©.5%, durante 40 min.

Fluxo do solvente: 1 ml.min~l; Fluxo do liguido de
cintilagBo: 3 ml.min’l.

Amostra: 50x10° dpm do extrato metandlico.
Sensibilidade do Detector de Radioatividade:16 cps.
RepresentagBo dos picos: M, (M= metabblito, n= nf

do metabdlito).
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Figura 8. Metabolismo da El,2-3HEGAi em sementes de .
miscolobium, 96 horas, apbs o tratamento. Frag8c GA
livre (A), fragBo GA-GEt (B) e frasBo GA-GEs (C).
Amoetras: 50x183 {.:}pm., 58x123 dpm e 2oxie3 dpm res-
pectivamente. Condi¢gBes de HPLC e representagdo dos

ricos como na Figura 7.
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Tabela 3. Metabolismo

. miscolobium &apégy giferentes periodos de incubaglo.

Dados

tabdlito

RC.

7= gquando acompanha um tipo de GA, indica qQue pos-

sivelmente esta & a GA presente.

de

T.K.z tempo de retencio.

Mp = M (metabélito), n (n© do metabdlito).

[1-SHIGAg,

em

sgementes

expressos em % de radioatividade de cada me-

em relaglo ao totael recuperado apéds HPLC-

PER. BE INCUBACKS
T.2. | KETAECLIT® | IRENTIFICACHKD
{rinl 24 ) 9% %
5,7 B: Ghg-GEt ? 47 62%
12,9 Ghz §3x 38%
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A identidade do M; n¥o pode ser confirmada, uma vez
gue, © extrato metanblicc de 98 horas de incubaslc ndo foi

fracionado e purificaedo em GAs livres & GAs conjugadsas.

3.3.3.Metaboliemo de [1,2-SH]GA4

Quando & [SHIGA; foi aplicada &s sementes de D.
miscolobium, observou-se a formag8oc do primeiro metabdlito
(M1) somente apbs 2 horas de metabolisme. O tempo de retengdo
deste metabblito foi 39.8 minutos, como mostra & Tabela 4.

No entanto, apts 12 horas de metabolismo, varios me-
tabtlitos (M; a Mg) puderam ser detectados. Entre eles notou-
se a presenga de um metabbélito com tempo de retencdo similar
a [3H}GA1, o M3, cuja identidade fol confirmada por co-croma-
tografia com {SHJGﬁl padr8o. Notcu-se também a presenga de um
produto mais polar que a [3HIGA{, o Mo, com tempo de retencgéo
muito semelhante a {3H3831—GEt, também produzido pelec metabo-
lismo da [SHIGA; (Tabela 4).

A andlise do extrato metanbdlico obtido apds 86 horas
de metabolismo proporcionou o perfil cromatografico que é
ilustrado na Figura 8. Verificou-se que toda a ESH}GA4 foi
metabollzada e que todos os metabblites presentes no extrato
metan®lico de 12 horas se mantiveram, 86 gue em pProporgio
maior, com excegBo da [SHIGA1 (M3z) que desapareceu apbe 12

horas e o My que se manteve constante (Tabela 4).
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Tabelas 4.

Metabolismo de [1,2-PH]GA4, em sementes de D,
miscolobium aprdg giferentes periodos de incubaclo.
Dados expressos em % de radicatividade de cada me-
tabolito em relaglBo eo total recuperado spbs HPLC-

RC.
7= guando acompanha um tipo de GA, indica que pos-

sivelmente esta é a GA presente.

T.R.= tempo de retengdo.

M (metabdlito) n (n® do metabbdlito)}.

Mn

) PER:GRD BE INCHBACAZD

T.B. | METARGLITO | IBEHTIFICACAS

{(min) cont. I 2k i2 » 24k 86 &
18,1 K Ghs-GEL 7 nd nd nd L ¥4 4% 5%
21.4 Es 158 nd nd ad ¥ né nd

34,6 Hay Ghag-GEt 27 né n nd 5% 12% 217

3%,8 My §hzs 7 i nd 174 56% 6i% 337

48,9 Ks Ghs-8EE 7 nd ni nd i 124 21%

42.4 Gha lgey igey B3y ey 11 ad
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Figura 9, Metabolismo ta 1,2-35-{]8%4 em sementes de D,
miscolobium, 96 horas, 8p0g p tratamento. Amostra
5% 185 dpm. Condigdes de HPLL & representagc dos

picos como na Figura 7,
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A fim de esclarecer & identidade destes metabllitos,
procedeu-se ao fraciconamentc e & purificac8c do extrato meta-
nélico em GAs livres e GAs conjugadas. Os cromatogramas obti-
dos mostraram gue na fragfio GA livre (Figura 10A) My, Mg e Mg
estavam presentes, © M; em uma proporgdo relativamente maior
gque os demais. O M4 n80 apareceu nas fraeBes GA-GEs ocu GA-
GEt, sendo provavelmente uma GA livre (Figuras 10B e 10C).
Algumas evidéncias levaram & crer que o M1 poderia ser a
[3H3GA34, pois o seu tempo de reten¢do foi semelhante ao ds
[SHIGA34. Em Phaseolus coccineus, TURNBULL & CROZIER (1989)
cbservaram que & [SH]GAzs foi formade & pertir da [3H1GAg4,
através de uma hidroxilagBo na posiglo ZB.

Na fragf8o GA-GEs (Figurs 10C) n&oc se observou radioa-
tividade significativa, enguanto que, na frsg8o GA-GEt (Figu-
ra 16B) detectou-se principslmente o M4 e em proporgio menor
o Mz e o Mg. Considerando-se correta a identificag8o do Mg
como [SH]GAz4, sugeriu-se que o Mg seria a [SH]GA4-GEt. O Mg,
que fol eluido meis rapidamente que a GAgy, poderia ser entfp
a [PH]GA34-GEt. O Mo, com tempo de reteng8o de 1B.1 pareceu
ser © mesmo Mo presente no metasbolismo da {3HEGAI, portanto

[SHIGA1-GEt.
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Figura 1¢. Metabolismo de [1,2-9HIGA4 em sementes de D.

miscolobium, 96 horas, apds ¢ tratamento. Fraglo
GA livre (A)., fragBo GA-GE:t (B) e fragBo GA-
GEs(C). Amostra: 50x10°2 dpm/fracio. CondicBes de

HPLC e representaclo dos picos como na Figura 7.
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3.3.4.Metaboliemo de [2,3-SH1GAgp

A [SHIGApp foi fornecida &s sementes de  D.
miscolobium e o8 metabblitos produzidos apb6s os diferentes
tempos de incuba¢8o sB8c apresentados na Tabela 5.

Os resultados mostram gue o metabdlito Mj, com tempo
de retengio semelhante so da [3H]GA5, fol o primeirc & ser
produzide, 2 horae apds tratamento, se mantendo com o sumento
do periodo de incubsa¢Bo. Apdés 12 horas, foi produzido um me-
tab6lito com tempo de retenc3oc semelhante ao [SHIGA1 (Mo).
Quantidades méximas da [SH}GAl (Mo) estavam presentes apbs 24
horas dé metabelismo, mas em 96 horas foi detectada em peque-
na quantidade. A ldentidade destes dois metabdlitos foi con-
firmads por co-cromatografia com GAs radicativas padrdo.

Os dados apresentades na Tabela 5 mostraram também
que os mesmos metabdlitos produzidos apds 24 horas de incuba~
¢80 foram formsdos apds 98 horas de metabolisme. 0O perfil
cromatografico obtido apds 86 horas & ilustrado na Figura 11.
Além da presenca da [SHIGAs (M;) e da [3HIGA; (M2) observou-
se a produgfoc de dois picos mais polares gue & £3H}GA1, o Mg
e © Mg, e de um pico com tempo de retengdo semelhante ao da
[3H1GAg (Mp), cuda identidade foi confirmada por co-cromato-
grafia.

A separac¥o do extrato metandlico de 96 horas em GAs

livres e GAs conjugadas veio & confirmar alguns resultados.

43




Tabela 5. Metsbeolismo de {2,BW3H}GA2@, em sementes de D,
. miscolobium apbg diferentes periodos de incubaglo.
Dados expressos em % de radioastividade de cada me-
tabtlito em relsg8o a0 total recuperado apds HPLC-
RC.
7= quando acompanha um tipo de GA, indica que pos-
sivelmente esta € a GA presente.

T.R.

H]

tempo de retencio.

it

Mn M (metabblito)}, n (n? do metabdlito).

. FERIOBO BE IRCUBaCAD

T.R. | METABSLITO | IBENTITICALAS

{min) cont, K17 4 2% iz » 24 3 % 3
18,8 K ghg-GEt 7 né nd nd nd L 7 ig«
18.1 Ea &hq~GEt 7 nd nd nd nd 19 317
21,4 ] &y nd od nd 8« 2@ 6%
22,5 ¥ G nd ni nd nd 5% 5%
36.8 K4 Ghc nd nd b v d 1& i 9%
32,8 Gfizo 1ggy | L8l 85 82% L4 9
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Figura 11. Metabolismo de {2,3*3H}Gﬁgg em sementes de D.

miscolobium, 96 horas, apds o tratamento. Amostra:
50x103 dpm. Condid&es de HPLC e representag8o dos

ricos como na Figurs 7.




A Figura 12A mostra que na fragBo GA& livre detectou-ge
[3HIGA; (Mp), [SHIGAg (Mg), [SHIGAs (M) e [SHIGA,p, além da
presenga de alguns plcos desconhecidos. Na frag8o GA-GEt (Fi-
gura 1Z2B), os metabblitos Mz (GAg-GEt) e My (GA{-GEt) estavam
presentes. indicando que ambos eram éteres glicosideos. Na

fragdo GA-GEs nenhuma radicatividade fol detectads.

3.3.5.Metabolismo de [1-3H]IGAs

Quando [SHIGAs foi fornecida &s sementes de D.
miscolobium os metabblitos produzidos apde 24 e 96 horas de
incubag8o tiveram os tempoe de retengfo um pouco diferentes
dos obtidos nos experimentos anteriores. Isso pode ter ocor-
rido devido & problemas da composigHo do solvente durante a
cromatografia. Os resultados foram ent8oc interpretadcos com
base em co-cromatografia, usando a mesma composigBo do sol-
vente, com a GA1, GAg e GAg.

No tratamento de 24 horas (Tabela 6), verificou-se &
presenga de cinco metabblitos. O M3, Mp e Mg estavam presen-
tes em pequenas quantidades, o M3, que foi confirmado por co-
cromatografia comc sendo ume [PHIGAg e um ocutro metabélito
menos polar gue & [3H3G&5, 0 Mg, apareceram em guantidades
maiores. O My era, provavelmente, a E3H3851—GEt, presente
tanto no metabolismo da [3H]GA1 (M2} como no metabolismo da
[3H}GA4 {Mg) ou no metabolismo da [3H]GA2@ (Mg). Os demaie

metabbijtos, Mo, M4 e My n8Bo puderam ser identificados.
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Figura 12. Metabolismo de [2,3-3H]GA-p em sementes de D.
miscolobium, 96 horas, apds ¢ tratemento. Fragio
GA 1livre (A), frag8o GA-GEt (B). Amostras: 50x103
dpm e 50x103 dpm regpectivamente. CondigBes de

HPLC e representagfo dos picos como na Figura 7.
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Tabela 6.

Metabolismo de [1-SHIGAs, em sementes de D.
miscolobium apbs diferentes periodos de incubsag3o.
Dados expressos em % de radicatividade de cada me-
tabblito em relaglBo ao totsl recupersdo apbs HPLC-
RC.

7=  guando acompanha um tipo de GA, indica que pos-
givelmente esta & a GA presente.

T.R.= tempo de retengsgo.

Mn =M (metabblito), n (nC do metabdélito).

PEE. 3T INCUBACAD
T.R. | EETARBGLITO | IBEHTIFICACRD
{min) 24 b % b
9.7 Ks Ghs-GEt 7 nd 7%
is,@ E; ? nd 14y
17,5 K1 &hs-GEt ? 1oy b §:74
21,8 L &y adé -4
22,5 E; ? 84 8
23.3 Kz Gz kL 73 294
24,3 Ka 7 L ¥4 %
28,8 ks ? igx £
8.8 &z KL V4 igy
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No tratamento de 96 horas, slém ds presenca dos meta-
bdlitos Mi-Ms, gue também foram obtidos no tratamento de 24
horas (Tabela 8), outros metabblitos estavam presentes em pe-
gquenas gquantidades. A Figura 13 ilusirs estes resultados. 0O
Mg fei co-cromatografado com a [3H3GAl. Qutros dois metabolj-
tes mais polares, o Mg e o M7 foram produzidos. O Mg estavs
presente tanto no metabolismo da [SHIGA; (M1), como no meta-
bolismo da [SHIGAg (M3) ou no metabolismo da [3H1GAzg (Ms3),
sendo, portanto, a [SHIGAg-GEt. Namo foi possivel identificar
o My, gue fol eluido entre os metabdlitos 1 e 2.

Apesar do extrato metanélico de 98 horas ter sido
fracionado e purificado em GAs livres e GAs conjugadas, como
mostra & Figura 14, fol dificil interpretar os resultados.

Verificou-ge que na fragio GA livre (Figurs 14A) aparece-
ram os picos referentes a [SHIGAs., a [3HIGAg (M3). & [3HIGA;
(Mg) alem ds presenca dos metabolitos M3 e Mg, que também fo-
ram observados na frag8o GA-GEt (Figura 14B) juntamente com o
Mz e o M7. Baseando-se nos resultados dos metabolismos da
[PHIGA;, [%HIGA; e [SHIGAzg, os metabolitos My e Mg foram
identificados como [SH]GA;1-GEt e [SH]IGAg-GEt respectivamente.
guantc sos outros dois metabdlitos (Mo e M7} gue foram detec~
tados na fragBo GA-GEt (Figurs 14B) pode-se sugerir gue se-
jam formas conjugadas da [SHIGA5. Os metabblitos Mg e Mg pre-
sentes na fragi8o GA-GEs (Figura 14C) poderiam ger formas con-
jugadss da [3H]GA5. A Unica giberelina que produziu metab6li-

tos (Mg e Mg) na fragBo GA-GEs foi a [SHIGAs (Figura 14C).
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Figura 13. Metabolismc de [1—3H}GA5 em sementes de D.
miscolobium, 86 héras, apfs o tratamento. Amostra:
Box103 dpm. Condic¢Bes de HPLC & representacBo dos

ricoe como na Figura 7.
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Figura 14. Metabolismo de ElmgH}GA5 em sementes de D.
miscolobium, 96 horas, apds o tratamento. Fraeglo
GA livre (A), fragsc GA-GEt (B) e fracB8oc GA-GEs

(C). Amostras: 50x103 dpm, 50x103 dpm e 20x163 dpm
respectivamente. CondigZes de HPLC e representacgloc

dos picos como na Figura 7.
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3.3.6.Metaboliemo de [17-SH1GA1g

Quando a [SHIGAig foi fornecida &s sementes de

miscolobium, nenhum metabolismo fol observado,

horas de tratamento.

gpbs 24 e

D.
26
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4.DISCUSSEO

&

Sabe-s2 que em sementes existem grandes guantidades
de GAs e gque & maioria das GAs conhecidas, hoje, foram iden-
tificadas em extratos de sementes imaturas (SPONSEL, 1983a).
Este autor mostrou gue os niveis de GAs ativas variam depen-
dendo do estéadio de maduraglo em que se sementes se encon-
tram. Por exemplo, EWAK et al. (198BB) observaram alteragBes
nos niveis de GA1, GAg4 e GAg em sementes de Fhaseolus
Vulgaris durante a madurag8o. Estas GAs chegaram nos seus ni-
vels méximos na metade do estéddio de maduraglo das sementes.
Resultados semelhantes foram cbservados durante o desenvolvi-
mento de sementes de Pisum sativum (FRYDMAN et al., 1874),
Phaseolus vulgaris (DURLEY et al., 1871; YAMANE et al., 1977)
e Leucaena leucocephals (ARIGAYD et al., 1884).

GAs biologicamente inativas, com uma B hidroxilag8o
no C-Z (SPONSEL, 1887) e GAs conjugsadas {(SCHNEIDER,1883) se
acumulam no finsl da madura¢do des sementes. TURNBULL &
CROZIER (1988) mostraram que em preparagdes livres de células
de sementes maduras de Phaseoclus coccineus ocorreu a conver-
s88o tanto de €3H]GA1 como de [SH]GA4 para GAs com uma P hi-
droxilag8co no C-2. GARCIA-MARTINEZ et al. (1888} constasteram
a prresenca de GAjy, CAg. GApp e GApg durante o estéddio de de-

senvolvimento inicial de sementee de ervilhas, mas somente
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GAnp e GAog em sementes maduras.

O papel das GAs na germinaGlo de varias espécies de
sementes tem sido estudado extensivamente. Sementes de ervi-
lha germinam normalmente mesmo quando inibidoree da biossin-
tese de GAes sBo fornecidoe durante a embebig8o (GRAEBE, 1886
e GSPONSEL, 1883b). Neste caso, portanto, a germinagBo inde-
rende da bilosesintese de novo de GAs. Entretanto, ss plantulas
obtidas quatro dias apbds a germinac8c destas sementes foram
an&s, mostrande que ¢ alongamento do eixo caulinar depende da
biossintese de novo de GAe. Em contraste, KOORNEEF & van der
VEEN (1282 apud GRAEBE, 1887) e KOORNEEF et al. (1881 apud
GRAEBE, 1887) mostraram que os mutantes de Arabidopsis, toma-
te e outras plantase n¥o germinam a menos que GA seja sdicio-
nada.

Em pléntulas, a GAy1 controla ¢ alongamento do eixo
caulinar (PHINNEY, 1884). Em sementes, embora nfc se tenha
estabelecido claramente a fung8oc das GAs, elas nos proporcio-
nam um vantajosc ponto de partida para se determinar o poten-
cial metebblico das GAs nas diversse espécies.

A fim de se estudar a via meitabdlica das GAs em D.
miscolobium, analisafam—se por HPLC-RC as transforma¢lfes so-
fridas por slgumas [SH]GAs fornecidas a estas sementes. Sa-
bendo-se que a GA; & uma giberelina endégena de sementes de
D. miscolobium (MONTEIRO et &l., 1988) estudou-se o metabo-

liemo de GAs relacionadsas biossinteticamente a GAq.
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Para estebelecer a capacidade da semente no metabo-

GA4 nBo marcada em . diferentes concentragdes. Sementes de D.
miscobolium mostraram ter capacidade de metabolizar [SHIGA4
sem alteragfes significativas no perfil metabélico mesmo
quando lhes foram fornecidas altas concentragfes do substrato
(Tabela 1). Isto pode ter acontecido prelas seguintes razBes:
uma alta capacidade de metabolizar a GA e/ou aumentou-se a
capacidade metabdlica do tecido, guando houve um aumento da
gquantidade exégena de GA aplicada (TURNBULL & CROZIER, 1888).

Os dados discutidos a seguir foram baseados nos re-
sultados demonstrados nas Tabelas 2-8.

Quando & [SH]GA; foi fornecida os Gnicos metabélitos
produzidos foram & ESH}GAS—GEt {(M1). e predominantemente, a
[PHIGA;-GEt (Mp). Talvez a [3H]GAg, intermedisria entre a GAj
e GAg-GEt, pudesse ter sido detectads se o metabolismo da
[3H}G31 fosse acompanhado detalhadamente desde o momento da
aplicagdo. TURNBULL & CROZIER (18989) cobservaram que no meta-
bolisme da {SH}GA4 em epicoStilo de FPhaseolus coceineus tanto
a [SHIGA{ como a [3H1GAg-GEt acumularam em meior guantidade
gue a {3H38Ag, mostrando gque a8 enzima zp-hidraxilase, que
converte a GAj] para GAg, poderia ser enzima limitante da rea-
¢8c, nBo havendo, assim, actmulo de GAg. Este resultado asse-
melhea-se 80 observado durante a germina¢®oc de TLhaseolus
vulgaris, onde & [3H}Gél fol rapidamente convertidas para

[SH]GAg-GEt com um acumulc minimo de [PHiGAg. Foi sugerido
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que & GAj poderia ser convertida diretamente em GAg-GEt sem
que houvesse liberaggo da GA livre correspondente (NADEAU &
RAPPAPCRT, 1872 e YAMANE et al., 1975). A presenca de uma pe-
quena gquantidade de {3H}GA8 nas sementes tratadas com [SHJIGAj
foi atribulda a uma via biossintética separada, onde a forms-
¢8c da GAg pode ter ocorrido devido mo excesso de precursor
fornecido, ou uma subsequente hidrbdlise do glicosideoc (YAMANE
et al., 1875)

Quando [3H]GAg foi fornecida &s sementes de D.
miscobolium foi convertida, simplesmente, em [SHIGAg-GEt, que
também fol encontrada nos metsbolismoe da [SH}GAI, [SH}GA4,
[3H}GA2@ e {3H]GA5. 0 resultado obtido agui concorda com os
de NADEAU & RAPPAPORT (1872) e YAMANE et &1. (1975) quando
estudaram sementes de Phaseolus vulgaris.

Os resultados obtidos durante o metsbolismo da
[SH1GA4, [SH1GApp e [3H1GAg foram mais dificeis de ser in-
terpretados, pois um grande ntmero de metabélitos foi produ-
zido. Além diesc, a metodeloglas de sepsarag8ico de GAs livres e
GAs conjugadas, utilizada neste trabalho, n8c foi totalmente
eficiente. Este fato n8o é surpreendente, pois & separacgio,
baseada em propriedades de fracicnamento e cromatografia de
troca anibnica, & dificil. Pareceu que & fragpdc de GAs livres
continha todas as GAs livres com algumas GAs conjugadas. A
separagido das conjugsadas em éter-glicosideocs (&cidos, poie &
glicose esté ligadas & um radical -OH) e éster-glicosideos

{neutros, peois a glicose estéd ligade B0 radical -COCH) pare-
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ceu ter sido eficiente. Para anBjiges futuras seré melhor in-

cluir uma outra etapa separatoOris de exclusBo, que separs de
acordo com O peso molecular. Esta separagfBo é possivel usan-
do-se gel Biocbeads SX-4, e eluindo as GAs livres e conjugadas
com tetrahidrofuranc (REEVE & CROZIER, 1878). Atraves deste
método obtém-se uma fraglo de baixo peso moleculsar (GAs 1i-
vres) e uma de altc pesc molecular (GAs conjugadas).

Quando [JHIGA; foi fornecida Bs sementes de D.
miscobolium, apenas uma peguena parte deste substratc conver-
teu—-se em [3H]GA1 (M3}, que aprareceu nas anélises iniciais do
metabolismo, esta [SHIGA; fol provavelmente convertida em
[3H1GA{-GEt (Mp}. A via princiral do metabolismo pareceu ser
através da formaglc de {SH}GA34 (M), por uma hidroxilac8c na
rosicBc 2P e a seguir [SHIGA34-GEt (Mg). A [SHIGA4 também pa-
receu ter side convertids em [SH]GA4-GEt (Mg).

0 passoc gque envolve uma 2p hidroxilac8o, c¢onhecido
como sendo um passc que desativa as GAs (GRAEBE, 1987), tam-
bém fol observado em varias espécies de coniferas onde s GAy
& convertida em GAzy4, por exemplo, Picea abies (DUNBERG &
ODEN, 18B3), Pinus attenuata (KAMIENSEA et &l., 1876) e Pices
stichensis (MORITZ et al., 18838). MORITZ et &l. (1888) obser-
varam ainda gque h& um aumento da desativagBo das GAs (conver-
s8o de GA4 em GA34) gquando as plantas de Picea stichensis es-
t&c crescendo em condigBees que ndo induzam & floragdo.

TURNBULL et al. (1986} demonstraram que plantulas de

Phaseolus coccineus s8o capazes de metabolizer rapidamente
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[3H1GA4 em vérios produtos, tais como GA4-GEs, GA4-GEt, GAp-
GEt, GA; e GAg. Isto nfc fol cbservado em culturas livres de
células de sementes de FPhaseolus coccineus, onde a GAg4 néc
fol metabolizada (MALCOIM et al., 1881).

Os resultados obtidos durante o© metabolismc da
[3H3GA2@ sugerem que em . miscoloblium a GA; endOgena seja
formada via GApg, por uma 3? hidroxilag8o, poie esta &€ con-
vertida em EBH}GAl (Mz) meis efetivamente que a GAy, que €
transformada, principalmente, em ESH]GA34 (M1). A formag8o de
[3HBGA5 (M1) e [3H3GA5 (Mg) parecem ser vias menos importan-
tes pois estes dois metabolitos s8c formados em menor quanti-
dade. Dois outros metabblitos tembém foram detectados. Estes
parecem ger GAes conjugadas, GA{-GEt (My) e GAg-GEt (Maz).

Em pléntulas de Fisum sativum, & Ghop slém de ser
convertida em GAgg e catabdlito de GAgg., tambeém, é transfor-
mada em GAj através de uma 3B hidroxilag8o. A GAy é poste-
riormente convertida em GAg (INGRAM et al., 18B3; INGRAM et
al., 1984; INGRAM et al., 1885 e 1986 e SPONSEL, 1986). Em
ervilhas a 3P hidroxilagBo fol exclusivamente demonstrads na
regi8o de alongamento ceaulinsar, mas as anklises de GAy. GAg e
catabdlito de GAg foram feitas por CG-M5 em sementes e vagens
em estbdics muito jovens (GARCIA-MARTINEZ et al., 1888). Per
outro lado, MALCOLM (199€) observou que em pléntulas de
Fhageolus coccineus [3H1GAzp 80 fol convertida em [SHIGAs e
[SHIGA;.
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Em D. miscolobium a [SH]GAs foi metabolizads produ-
zindo duas GAs livres, [SHIGA, (Mg) e [SHIGA, (Mg), aléy ge
outros metabblitos gue parecem ser GAs conjugsdss, a {SHEGﬂl—
GEt (M;) e a [PHIGAg-GEt (Mg). Outros trés metabslitos foram
também detectados, mas ndo puderam ser identificados (Mg, Mg
e M7). Os resultados agui cbtidos sugerem que a GA1 pode ser
formada & partir da GAs e/ou GAg; GAg-GEt pode ser formada a
partir de GAg, bem come a partir da GAj. Para esclarecer
quais destes passos estdio ocorrende seria necessério fornecer
[SH1GAg as sementes.

Segundo SEMBDNER et al. (1968 apud YAMANE et &al.,.
1975) em sementes imaturas de Fhaseolus coccineus a [SHIGAg
foi convertida em €3HJGA8 e seu respectivo glicosideo. YAMANE
et al. (1975) investigando o metabolismo da [SHIGAs em semen-
tes maduras de Fhaseolus vulgaris, observaram gue a ESHJGAS
n8o fol intermedidria na convers8o de GAs para GAg.

Quando [SHIGAg foi fornecids as sementes imsturas de
Pharbitis nil, KOSHIOKA et a&l. (1885) mostraram gue foi con-
vertida no minimo em seis GAe livres: GA4y. GA3z, GAg, GAno e
GApg e em pelo menos dez GAs conjugadas: GAs-GEt, GAs-GEs,
GA1~-GEt, GA1-GEs, GA3—-GEt, GA3-GEs, GAg-GEt ou GAg-GEs, GAp-
GEt, GAgo-GEt ou GAgs-~GEs e GAog-GEt. Estes asutores observa-
ram, também, que a GAg fol convertida em GAg e que a GAg foi
intermediéries na conversBo de GAs para GA3, de GAg pars GAq1 e

de GAg para GApg.
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Nenhum metebolismo foi observado quando [SPH]GAig foi
fornecida &g sementes de D. miscolobium. Ests susencis de me-
tabolisme pode ter ocorrido devido & posi¢Bo da marcacBo ra-
dicativa. A introdug8o do SH na moléculs faz com gue o radi-
cal CHp exoclclico, do snel D da GA1g se transforme em CHa.
Portanto , esta GA marcada nfo é realmente, a GA1g. NBo obs-
tante em ervilha, EAMIYA & GRAERBE (1983) observaram gue &
[3H}GA19 € convertida em EBH]Gﬂzg enguanto em PFPhaseolus
coccineus [SHIGA1g € metabolizada em [SHIGAnp., [SHIGAs e
[SHIGA{ (MALCOLM et al., 1991).

Baseando-se nos resultadces obtidos e em dados de 1li-
teratura sugere-se & via metabblica ilustrads na Figura 15
rara ¢ metabolismo da GAs em D. miscolobium.

Apesar da GA, endbgena ter sido detectada em sementes
de D. miscolobium (MONTEIRC et &l., 1888) nBo estéd claro se
GAg4., GAgp. GAgp ¢ GAg slo GAs endbgenss destas sementes, pars
saber gquaie as vias metabblicas gque, in situ, levam & forma-
¢&o de GAj. Entretanto, pode-se sugerir, com base nos resul-
tados obtidos &té o momento., gue em D. miscolobium, a GA1 se-
Ja formeda via GApg, Pois esta &€ convertida em GAj mais efe-

tivamente que a GA4.
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Figura 15. Caminho hipotético, para o metabolismo das GAs em

sementes de . miscolobium.




& .RESUMO

C metabolismo das GAs precursoras diretas da GAj, GAg
e GApp bem como de outras GAs intermedidrias e produtos do
metabolismo da GAp fol estudado durante o crescimento inicisl
do embrifc de D. miscolobium, & fim de se entender o controle
dos niveis enddgenos de GAy1 nesta fase do desenvolvimento.

Forem fornecidas &s sementes de D. miscolobium dife-
rentes GAs radioativas e os metabblitos formados foram snsli-
sados por HPLC-RC.

Com exceg8o da [PH]GA1g todas as outras GAs ([SHIGA;1,
[3H1GAg, [PHIGA4. [SH1GAsy e [SHIGAg), aplicadas Bs sementes,
foram metabolizadas. As GAs conjugadas formadas foram princi-
palmente &aes GAs—-GEt. Sugeriu-se um caminho hipotético para o
metabolismo em pléntulae de D. miscolobium no qual, & {3HEGA1
poderia ser formadas a partir da [SH1GAze e/ou da [JH1GA4,
sendo a converso de {sﬁjGﬁgg emn {3H3GA1, através de uma 3?
hidroxilacBo, mais efetiva. A {EH}Gﬁl fol convertida em
[PHIGA1-GEt e [SHIGAg-GEt. Esta ultima, possivelmente, atra-
vés da E3H}GA8 gue scfre, entic, umas conjugesgic formasndo &
[SH1GAg-GEt. A [SHIGApg a2lém de ser transformada em [SHIGA{,
também, pode ser convertida em £3H}GA5 gue € convertida em
[SHIGAg que por sua vez pode ser tranaformada em [SH1GAg. A

produggo da [SHIGAg, [SHIGAq, [PHIGA;-GE:t, [SHIGAg-GEt e trés
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metabdlitos nfc identificados foi observada apbs a aplicagéo
de {3H]GA5 &s sementes. Apesar 4a {‘?’H}GA4 ter pido convertida
em E3H}GA1, pareceu que as vias principsis de metabolismo,
desta GA, foram através da formagBo da {SHBGA4~GEt e/ou

[SH1GA34 ¢ [SH1GA34-GEL.
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