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RESUMO GERAL

MELO, Anderson Adriano Martins. Germinagdo de sementes e agdo da
gualidade da luz sobre o desenvolvimento vegetativo e aspectos fitoquimicos
de Catharanthus roseus (L.) G. Don. 2006. 85 p. Dissertagdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A vinca (Catharanthus roseus (L.) G. Don), Apocynaceae, ¢ uma planta
reconhecida por sua importancia medicinal como produtora de alcaldides com
acdo anti-cancerigena (vimblastina e vincristina). Neste trabalho objetivou-se
avaliar os efeitos da luz e temperatura sobre aspectos da embebi¢do e
germinagdo de sementes, o desenvolvimento vegetativo de plantas desta espécie
sombreadas por malhas de diferentes cores (preta, azul e vermelha), e as
influéncias da luz fornecida por lampadas fluorescentes coloridas e da idade da
planta sobre o perfil de alcaldides de duas diferentes cultivares de Catharanthus
roseus. O comportamento de embebicdo desta espécie foi alterado pelo
tratamento com GAj;, que aumentou a taxa de embebi¢do e a porcentagem final
de germinacdo. As sementes apresentaram germinacdo preferencialmente
fotoblastica negativa, com uma menor germinagao acumulada e porcentagem de
germinacdo, e menor IVG na presenca de luz, em todas as temperaturas testadas.
A malha vermelha aumentou a matéria seca total ¢ a area foliar das plantas em
relacdo as malhas azul, preta e ao tratamento a pleno sol € um menor conteudo
de nitrogénio e pigmentos foliares em comparagao com as malhas azul e preta. A
irradidncia mostrou efeito mais proeminente do que a alteracdo espectral sobre a
relagdo raiz/parte aérea, relagdo clorofila a/b, razdes de area foliar e de peso
foliar das plantas crescidas a pleno sol em relacdo as plantas sombreadas. Os
tratamentos com lampadas coloridas alteraram o aspecto morfologico das
plantulas. Plantulas desenvolvidas sob lampada vermelha mostraram maior
comprimento de cauliculos em comparagdo aos outros tratamentos de luz,
aspecto prostrado e cotilédones reduzidos. Um pico de m/z 793 (vimblastina),
assim como seus precursores monoméricos vindolina (m/z 457) e catharantina
(m/z 337) foram detectados em intensidade significativa somente no extrato de
plantas com 180 dias. Para a cultivar Victory Pure White as intensidades
relativas da vindolina foram muito menores do que os apresentados pela cultivar
Pacifica White sob todos os tratamentos de luz.

* Comité Orientador: Dr. Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Orientador), Dr.
Mario César Guerreiro (Co-orientador) — UFLA.



GENERAL ABSTRACT

MELO, Anderson Adriano Martins. Seed germination and light quality action
on vegetative development and phytochemistry aspects of Catharanthus
roseus (L.) G. Don. 2006. 85 p. Dissertation (Master in Plant Physiology) —
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.*

Periwinkle (Catharanthus roseus (L.) G. Don), Apocynaceae, is recognized by
its medicinal importance as producer alkaloids with anticancer action
(vinblastine and vincristine). This work aimed to evaluate the temperature and
light effects on imbibition and seed germination aspects, plant vegetative
development features of this species shaded by different color nets (black, blue
and red), and the influences of light provided by fluorescent colored lamps and
the plant age on alkaloid profile of two different Catharanthus roseus cultivars.
The imbibition behavior of this species was altered by the GA; treatment, which,
in comparison with untreated seeds, increased the imbibition rate and the final
germination percentage. Seeds presented a preferentially photoblastic negative
germination, with a lower cumulative germination and germination percentage,
and lower GVI in presence of light in all tested temperatures. The red net
increased total dry matter and total leaf area of plants in relation to blue net,
black net and the full sun treatment, and lower foliar nitrogen and pigments
content in comparison to blue and black nets. The irradiance showed most
prominent effect than spectral alteration on root/aerial part, chlorophyll a/b
ratios, leaf area and leaf dry weight ratios of plants growth under full sun in
relation to shaded plants Treatments with colored lamps altered the
morphological aspect of seedlings. Seedlings developed under red lamp showed
higher stem length in comparison to other light treatments, prostrated aspect and
reduced cotyledons. A m/z 793 (vinblastine) peak, as well as its monomeric
precursors vindoline (m/z 457) and catharanthine (m/z 337) were detected in
significantly intensity only in the 180 days’ plant extract. For the cultivar
Victory Pure White, the relative intensities of vindoline were very lower than
that presented by the cultivar Pacifica White under all light treatments.

* Guidance Committee: Amauri Alves de Alvarenga — UFLA (Adviser), Mério
César Guerreiro (Co-adviser) — UFLA.
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INTRODUCAO

A vinca [Catharanthus roseus (L.) G. Don] pertence a familia
Apocynaceae ¢ ¢ mundialmente reconhecida pela produ¢do de importantes
metabolitos secundarios (os alcaldides inddlicos). Estes compostos sdo de
consideravel interesse farmacéutico, sendo utilizados na producdo de
medicamentos contra varias enfermidades, tais como hipertensdo, doencas
vasculares e o cancer.

A vindolina, alcaloide monomérico mais abundante nas folhas de
Catharanthus roseus, ¢ precursora dos dimeros vimblastina e a vincristina, os
quais apresentam importante atividade citotoxica, inibindo a divisdo celular e a
progressdo de tumores hematolédgicos e sélidos (Jordan, 2002).

Esta espécie ¢ uma das plantas medicinais mais bem estudadas, com
cerca de 70 publicacdes anuais dedicadas a ela (Van der Heijden et al., 2004).
Desde a década de 1950, muitos estudos tém sido direcionados no sentido de
aumentar a producdo destes alcaldides, sobretudo por métodos biotecnologicos
(cultura de caules, cultura de células, acoplamento em condigdes biomiméticas).
No entanto, ainda ndo ¢ possivel a biossintese de vindolina por cultura de
células, devido a distribuicdo tecido-especifica de enzimas-chave em sua rota
biossintética, o que torna a planta a unica fonte de alcaldides economicamente
viavel.

No entanto, hd poucos relatos na literatura referentes aos aspectos
fisiologicos destas plantas, sobretudo referentes ao crescimento e ao
desenvolvimento e perfil de alcaldides afetados por fatores do ambiente.

A germinacdo de sementes e o desenvolvimento vegetativo de plantas,

como eventos fotomorfogénicos, estdo condicionados a disponibilidade de luz e



respondem tanto a presenga como a auséncia, a duracdo (fotoperiodo) e a
qualidade da luz (distribuigdo espectral).

A composicdo de principios ativos em plantas medicinais é uma
caracteristica extremamente susceptivel a fatores inerentes & planta ou as
alteragdes ambientais. O estadio de desenvolvimento e a alteracdo na
disponibilidade de radiacdo (irradidncia e distribui¢do espectral) podem causar
oscilagdes no perfil de alcaloides.

Desse modo, ¢ importante estudar a variagdo de fatores do ambiente,
como a presenga da luz sobre a germinacdo de sementes, a alteracdo na
distribuig@o espectral da luz sobre o crescimento e o desenvolvimento, e sobre a
biossintese de metabolitos secundarios de importancia farmacéutica nesta planta.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do acido giberélico, da
temperatura ¢ da luz sobre o desempenho germinativo de sementes de
Catharanthus roseus, bem como o efeito da radiagdo solar modificada por
coberturas de malhas coloridas sobre aspectos do desenvolvimento vegetativo e
obter nogdes preliminares acerca do perfil de alcaldides em duas cultivares desta
espécie, influenciado pela idade da planta ¢ ambiente de crescimento (alterado

pela luz fornecida por lampadas fluorescentes coloridas).



REFERENCIAL TEORICO

Origem da espécie e descricdo botanica

A vinca (Catharanthus roseus) pertence a familia Apocynaceae e ¢
conhecida mundialmente pelo nome comum de Madagascar periwinkle ou vinca
de Madagascar. Seu nome e classificagdo podem ser contraditorios em algumas
literaturas, uma vez que a planta foi formalmente classificada como pertencente
ao género Vinca ou Lochnera. As plantas do género Vinca também sdo da
familia Apocynaceae e muito similares a vinca de Madagascar, porém, ao
contrario desta, elas ndo toleram o calor ¢ no sdo cultivadas em regides
tropicais (Description and Natural History of the Periwinkle, 2006; Catharanthus
roseus, 2006).

O género Catharanthus, cujo nome deriva do grego e significa “flor
pura”, € composto por oito espécies, sendo sete endémicas da ilha de
Madagascar e¢ uma (C. pusillus) originaria da India. No entanto, a espécie
Catharanthus roseus (L.) G. Don ¢ a mais importante e conhecida
mundialmente. No Brasil, ela é conhecida como vinca, pervinca, boa noite ou
maria-sem-vergonha (Morgan, 1994; Van der Heijden et al., 2004).

A espécie Catharanthus roseus possui distribui¢do pantropical, sendo
subespontanea em continentes como Africa, Américas, Asia, Australia, Sudeste
da Europa e algumas ilhas do oceano Pacifico. Sua distribui¢do pelo mundo se
deu por meio de marinheiros que utilizavam suas folhas, mastigando-as para
suprimir a sensac¢ao de fome ou de fadiga (Van der Heijden et al., 2004).

A vinca ¢ uma planta semi-herbacea, de porte subarbustivo e ciclo de
vida perene. E uma planta bastante ramificada, possuindo hastes prolongadas e

decumbentes, variando entre 30 a 80 cm de comprimento, com folhas opostas,



curto-pecioladas, oblongas, simples, de cor verde-escuro e brilhante (Morgan,
1994; Van de Heijden et al., 2004). Suas flores t€ém cinco pétalas relativamente
grandes (possuem entre 2,5 a 5 cm de didmetro), axilares, simples e com
pedinculo curto. A corola possui diversas cores, como rosa, vermelho ou
branco, as vezes, contendo um halo de cor contrastante no centro. Atualmente,
existem cultivares de flores roxas, vermelho-amareladas, vermelhas e laranjas,
dentre outras. Seus frutos sdo foliculos deiscentes e contém cerca de 20

sementes de cor preta.

A radiacéo e a temperatura na germinacéo de sementes

A germinacdo da semente ¢ considerada como a retomada das atividades
metabdlicas do eixo embrionario, a qual se encontrava paralisada nas fases finais
do processo de maturacdo. Porém, quando estimulado por condi¢cdes ambientais,
o eixo desenvolve-se, ocorrendo, entdo, o rompimento do tegumento pela
radicula. Essa ¢ uma etapa critica do biociclo vegetal pelo fato de o processo
estar associado a varios fatores de natureza extrinseca (fatores do ambiente
fisico) e intrinseca, ou seja, a processos fisio-metabdlicos (Labouriau, 1983;
Bewley & Black, 1994).

A embebicdo ¢ composta por trés fases distintas. A fase I € caracterizada
pela rapida absor¢do da agua, ocorrendo tanto em sementes viaveis como
inviaveis, em conseqiiéncia da diferenca do potencial hidrico existente entre a
semente € o substrato. Nesta fase, sdo observados os primeiros sinais da
reativacdo do metabolismo, ocorrendo o aumento da atividade respiratéria, a
ativacdo de enzimas e a sintese de proteinas a partir do mRNA armazenado ao
final do processo de maturagdo. As reducdes drasticas da velocidade de

hidratacdo e da intensidade de respirag@o caracterizam a Fase I, cuja ocorréncia



e duracdo sdo varidveis de acordo com a espécie considerada. Esta fase,
caracterizada por atividades constituintes do processo bioquimico preparatdrio,
pode ser necessaria para a sintese de enzimas, de DNA e de mRNA, exauridos
durante a Fase 1. Ja a fase III ¢é caracterizada pela protrusdo radicular e
crescimento da plantula. No inicio da Fase III, torna-se visivel a retomada de
crescimento do embrido, que ¢ identificada pela protrusdo da raiz primaria,
tratando-se de uma etapa alcangada apenas por sementes vivas € ndo dormentes
(Bewley & Black, 1978; Bewley & Black; 1994).

A embebicdo ¢ fundamental para a germinacdo porque permite a
retomada da atividade metabolica, contribuindo para os processos de
mobilizagdo e assimilacdo de reservas e crescimento subseqiiente (Marcos Filho,
2005). A velocidade de embebicdo é caracteristica propria de cada espécie,
dependendo, dentre outros fatores, da composi¢do quimica e da permeabilidade
do tegumento. A composicdo quimica das sementes ¢ definida geneticamente,
podendo ser influenciada, até certo ponto, pelas condi¢des ambientais (Mayer &
Poljakoff-Mayber, 1989; Bewley & Black, 1994).

A germinag@o € um processo bioldgico regulado por diversos fatores,
dentre eles a temperatura e a luz exercem influéncia significativa sobre o
mesmo. A temperatura afeta tanto a porcentagem final como também a
velocidade de germinagdo; além disso, ainda estd relacionada com as reagdes
bioquimicas necessarias para o inicio do processo germinativo (Carvalho &
Nakagawa, 2000).

A temperatura pode regular a germinagdo por trés maneiras:
determinando a capacidade e a taxa de germinagdo, removendo a dorméncia
primaria ou secundaria e induzindo a dorméncia secundaria (Bewley & Black
1994).

Por sua vez, a luz regula a germinagdo por meio da molécula do

fitocromo. As sementes que germinam na presenca de luz sdo chamadas



fotoblasticas positivas, enquanto aquelas nas quais a germinagdo ¢ inibida pela
luz sdo chamadas fotoblasticas negativas (Vasques-Yanes & Orozco-Segovia
1993; Bewley & Black 1994). Existe uma ampla variagdo nas respostas
germinativas em fun¢do da sensibilidade a luz para as diferentes espécies. No
inicio do século XX, foi descoberto que a germinagdo de algumas espécies era
inibida pela luz, enquanto que, em outras, a germinagao era promovida, apesar
de muitas se apresentarem indiferentes a luminosidade. Em muitos casos, os
fatores luz e temperatura t€ém acdo dependente sobre a germinacdo de sementes
(Nassif et al., 1998).

Com relagdo a velocidade de germinag@o, existem lotes ou sementes que
germinam (ou emergem) mais rapidamente (em geral, mais vigorosas) ¢ outras
cuja germinacdo € mais lenta. Para estas situagdes, existem medidas que
quantificam a germinagdo sob ponto de vista cinético, isto é, informam quanto
tempo foi necessario para determinado lote de sementes germinar. Um
parametro bastante utilizado é o tempo médio de germinacdo. Essa informacao ¢

expressa, comumente, em horas ou dias (Ferreira & Borghetti, 2004).

A radiacéo e o desenvolvimento vegetativo de plantas: pigmentos foliares

A radiag@o solar ¢ um pré-requisito para a vida no ambiente terrestre,
como a principal fonte de energia direcionada ao processo fotossintético. Desse
modo, a eficiéncia do crescimento da planta pode ser relacionada a habilidade de
adaptacdo das plantas as condigdes luminosas disponiveis. O crescimento
satisfatorio de algumas espécies em ambientes com diferentes disponibilidades
luminosas pode ser atribuido a capacidade de ajustar, eficaz e rapidamente, seu
comportamento fisioldgico para maximizar a aquisigdo de recursos nesse

ambiente (Brand, 1997; Dias-Filho, 1997).



Diversos fatores externos e internos afetam o metabolismo de clorofilas
e, por esta razdo, seus conteudos foliares variam consideravelmente. Segundo
alguns autores, a luz ¢ considerada como um dos principais fatores associados ao
metabolismo clorofiliano (Brand, 1997).

No entanto, o excesso de luz ¢ danoso para plantas, prejudicando o seu
desenvolvimento. Este excesso gera um fluxo excessivo de elétrons, que altera o
estado redox dos cloroplastos, levando a uma sobrecarga nos constituintes das
cadeias de transporte de elétrons (CTE) e uma superprodugdo de NADPH. Este
evento pode resultar em uma elevada formagdo de espécies reativas de oxigénio,
que prejudicam o processo fotossintético. A superprodu¢do de NADPH e
reduzida regeneragio do NADP" pode interferir no funcionamento normal do
ciclo de Calvin (Vranova et al., 2002; Zhang et al., 2003).

Assim, sob alta intensidade luminosa, a presenca de carotendides ¢ vital para
o crescimento de organismos fotoautotroficos aerdbicos. As membranas
fotossintéticas podem ser facilmente danificadas pelas grandes quantidades de energia
absorvidas pelos pigmentos, se essa energia ndao puder ser armazenada pela
fotoquimica. Esta ¢ a raz8o da necessidade de um mecanismo de fotoprotecdo
(Anderson & Robertson, 1960).

Para que ndo haja a formagdo do oxigénio singleto ('O,), é necessério
prevenir ou minimizar a produgdo do estado tripleto da clorofila, que é a sua
fonte geradora. Se a formacdo desta espécie reativa de oxigénio ndo pode ser
totalmente suprimida, devera funcionar um mecanismo de descarregamento
energético da clorofila tripleto e do oxigénio singleto produzidos (Edreva, 2005).

Os carotendides, moléculas essencialmente hidrofobicas, sdo tipicamente
encontrados associados com membranas de organelas fotossintéticas. Contudo, eles
ndo sdo livremente moveis no interior do fluido das membranas, mas sdo ligados nao-
covalentemente a complexos pigmento-protéicos especificos (Cogdell, 1985), sendo

os principais compostos envolvidos no seqiiestro do oxigénio singleto. Esta



capacidade dos carotenoides pode ser atribuida a sua especificidade quimica:
eles possuem uma cadeia de residuos isoprénicos contendo varias liga¢des
duplas conjugadas, ou seja, pares de elétrons emparelhados. Isso permite a facil
absorc¢do de energia de moléculas excitadas e a dissipagao do excesso de energia
como calor e, desse modo, prevenindo o dano ao sistema fotossintético (Mittler,
2002; Edreva, 2005).

Além de seu papel protetor, os carotendides aumentam a eficiéncia da
fotossintese por absorver a luz verde-azulada e transferir esta energia a clorofila. Eles
estdo ligados aos complexos protéicos antena, que canalizam a energia ao pigmento
fotoquimico ligando os centros de reacdo, em que o primeiro evento energético de

armazenamento e transferéncia de elétrons ocorre (Telfer, 2002).

A radiacdo e o0 desenvolvimento vegetativo de plantas: andlise de
crescimento

A luz, agindo por meio de uma variedade de respostas em plantas,
influencia o padrdo de muitos processos fisioldgicos. A intensidade e a
qualidade da luz sdo de significancia consideravel para o crescimento de plantas
ndo apenas pela sua conversdo em energia quimica no processo fotossintético,
mas também para alguns efeitos morfogénicos, os quais podem ser observados
pelas variagdes do tamanho de folhas, crescimento de caule e vigor, razio
caule/raiz ¢ no controle fotoperiddico do florescimento, entre outros. Além
disso, a plasticidade adaptativa das espécies, associada ao acumulo diferencial
de biomassa depende do ajuste de seu aparelho fotossintético e estdo sujeitos as
diferentes condicdes de radiacdo solar (Whatley & Whatley, 1982; Attridge,
1990).



A analise de crescimento baseia-se, fundamentalmente, no fato de que
cerca de 90%, em média, da matéria seca acumulada pelas plantas ao longo do
seu crescimento, resulta da atividade fotossintética (Benincasa, 1988).

A area foliar é uma caracteristica muito utilizada na avaliacdo dos
efeitos do sombreamento sob a planta. Em geral, o incremento da area foliar
com o sombreamento ¢ uma das maneiras da planta aumentar a superficie
fotossintética, assegurando um aproveitamento mais eficiente das baixas
intensidades luminosas e, conseqiientemente, compensando as baixas taxas de
fotossintese por unidade da area foliar caracteristica da folha de sombra (Jones
& McLeod, 1990).

A area foliar especifica (AFE) ¢ o componente da razdo de area foliar que
relaciona a superficie foliar (parte morfologica) com o peso de matéria seca da propria
folha (parte anatdmica). A area foliar especifica, que indica a espessura da folha, e
a razdo de peso foliar (RPF), que ¢ a razdo entre a matéria seca retida nas folhas
e aquela exportada para as demais partes da planta, sdo indices fisiologicos de
crescimento marcadamente influenciados por fatores do ambiente, em especial a
intensidade, a qualidade e a duragdo da radiagdo, o que resulta em alteragcdes na
morfologia de folhas (Benincasa, 1988).

A razdo de area foliar ¢ um componente morfofisiologico que expressa a area
foliar util para a fotossintese. As plantas consideradas de sombra, geralmente,
apresentam baixa razao de area foliar a pleno sol, como resultado da capacidade da
planta de se adaptar a diferentes condi¢des de luminosidade (Aguilera et al., 2004).

A distribuicdo de matéria seca entre os diferentes 6rgaos de uma planta
constitui um importante comportamento inerente as espécies vegetais e que
reflete a sua adaptabilidade as diferentes condi¢des do ambiente. Sabe-se que o
habitat natural de uma planta determina caracteristicas normais relativas ao seu
crescimento, desenvolvimento e producdo final e que, quando levada para outro

ambiente, essas caracteristicas podem ser modificadas (Benincasa, 1988).



As plantas podem se aclimatar aos diferentes ambientes em varios niveis
de integragdo. Elas podem alterar a fragdo de biomassa investida em folhas,
caules e raizes, modular a area foliar por unidade de biomassa, por alterar sua
anatomia ¢ mudar o investimento de nitrogénio entre componentes
fotossintéticos (Evans & Poorter, 2001). Desse modo, para estes autores, a
maximiza¢do da assimilacdo de carbono em plantas esta associada a area foliar e
ao particionamento de nitrogénio, caracteristicas sujeitas a mudangas no
ambiente de crescimento, como a irradidncia. Estes autores constataram um
maior conteiido de nitrogénio foliar por unidade de massa em plantas crescidas
sob baixa irradidncia, concordando com o que foi verificado por Dias-Filho
(1997), em Solanum crinitum e por Dias-Filho (1999), em trabalho com
Ipomoea asarifolia e Stachytarpheta cayennensis, espécies consideradas

invasoras de lavouras e pastagens.

O metabolismo secundario e os alcaldides indélicos de Catharanthus roseus

As plantas produzem varios compostos organicos, a grande maioria dos
quais ndo parece participar diretamente do crescimento e do desenvolvimento.
Estas substancias, tradicionalmente referidas como metabélitos secundarios, sio,
com freqiiéncia, distribuidas diferentemente entre limitados grupos taxondmicos
dentro do reino vegetal. Suas fungdes, muitas das quais permanecem
desconhecidas, estdo sendo elucidadas com crescente freqiiéncia. Os metabdlitos
primarios, todavia, sdo encontrados em todas as plantas e desempenham fungdes
metabdlicas que sdo essenciais e comumente evidentes (Croteau et al., 2000).

Os principios ativos sdo, por definicdo, classes do metabolismo
secundario constituidas de uma substincia ou conjunto de substancias

quimicamente bem definidas produzidas por plantas e que apresentam
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propriedades bioldgicas semelhantes. Com poucas excegdes, estes compostos
sdo sempre sintetizados segundo a rota biossintética proveniente da via dos
acidos mevalonico, maldnico e chiquimico (Swain, 1977).

Os alcaléides constituem uma grande familia com mais de 15.000
metabolitos secundérios nitrogenados, encontrados em, aproximadamente, 20%
das espécies de plantas vasculares, predominantemente em angiospermas. Os
alcaldides (termo linguisticamente derivado da palavra arabe al quali,
denominacdo vulgar da planta da qual a soda foi originalmente obtida) sdo, via
de regra, sintetizados a partir de um ou poucos aminoacidos comuns — sobretudo
lisina, tirosina e triptofano. Contudo, o esqueleto de carbono de alguns
alcaloides apresenta algum componente derivado da rota dos terpenos. Uma
definigdo para esta classe de substancias apresenta certas dificuldades devido a
auséncia de uma separagao precisa entre alcaldides propriamente ditos e aminas
complexas de ocorréncia natural (Henriques et al., 1999; Croteau et al., 2000;
Taiz & Zeiger, 2004).

Estes compostos sdo classificados de acordo com os tipos de moléculas
de aminoacidos, que se condensam, originando diferentes sistemas de cadeia
heterociclica presente em sua estrutura (Robinson, 1974).

A fun¢@o de defesa quimica para os alcaldides em plantas se deve a sua
grande quantidade de efeitos fisiologicos em animais e a atividade antibiotica
que muitos deles possuem. Tem sido observado que muitas plantas produtoras
de alcaldides sdo evitadas por animais ou insetos em sua dieta, certamente
devido a sua toxicidade ou ao fato de a maioria dos alcaldides ter gosto amargo.
Outras hipdteses tém sido levantadas, como, por exemplo, de que os alcaldides
seriam produtos de detoxificagdo de substincias nocivas geradas pelo
metabolismo primario vegetal. Contudo, essa hipotese ndo ¢ compativel com a
complexidade metabdlica envolvida na biossintese dessas substancias

(Henriques et al., 1999).
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O metabolismo secundario vegetal tem multiplas fungdes durante todo o
ciclo de vida das plantas. Estas fungdes podem ser classificadas como
mediadoras na interagdo da planta com seu ambiente, tais como as interagdes
planta-inseto, planta-microrganismo e planta-planta (Dixon, 2001).

Os alcaldides da vinca compreendem um grupo de cerca de 130
alcaloides indolicos terpénicos, dentre os quais, a vimblastina, que ¢
comercializada ha mais de 40 anos como uma droga anticancer, devido ao seu
exclusivo modo de agdo: ela altera o arranjamento de microtiibulos, resultando
na interrupcdo da divisdo celular na metafase mitdtica, sendo utilizada
clinicamente para uma variedade de tumores hematologicos e solidos (Lobert et
al., 1996; Van der Heijden et al., 2004).

A vimblastina, por exemplo, liga-se em uma regido especifica da
tubulina, proteina constituinte dos microtubulos (Jordan, 2002). Esta ligagdo
induz uma mudanga conformacional na tubulina, o que a impede de executar sua
funcdo primordial, que ¢ a manutencdo da instabilidade dindmica dos
microtibulos, da qual depende a divisdo eqiitativa dos cromossomos pelos
polos da célula durante a mitose (Lobert & Correia, 2001). A célula, entdo, se
mantém paralisada em uma fase prometafase/metafase e, eventualmente, sofre
apoptose ou morte celular programada (Jordan et al., 1996).

Devido a importancia farmacéutica e ao baixo contetido de vimblastina e
vincristina na planta, a vinca é uma das plantas medicinais mais bem estudadas.
Por muito tempo, a cultura de suspensdo de células de plantas foi considerada
uma fonte alternativa de metabolitos secundarios industrialmente significantes,
particularmente os alcaldides de importancia farmacéutica.

Muitos esfor¢os tém sido direcionados para produzir estes compostos
por sistemas de cultura de tecidos, no entanto, poucos trabalhos tém sido bem
sucedidos na producdo de linhas de células que acumulam altas quantidades do

alcaldide indolico monoterpénico catharantina (Hirata et al., 1987; Misawa et al.,
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1988). Apesar disto, a técnica de cultura de células ainda ndo produz linhas que
acumulem mondémeros de vindolina (Aerts & De Luca, 1992), devido a
distribuigdo tecido-especifica de enzimas envolvidas nos ultimos estagios da
biossintese deste monOmero e a distribuicdo contrastante da maior parte do
restante da rota (De Luca et al., 1986; St Pierre et al., 1999; Facchini, 2001).
Assim, as plantas de vinca cultivadas em campo sdo, ainda, as Unicas
fontes comerciais viaveis de vimblastina e vincristina, e também de serpentina e
ajmalicina, compostos disponiveis na medicina para tratamento da hipertensao,
arritmia e diferentes doencgas vasculares (Van der Heijden et al., 2004). A sintese
quimica destes compostos naturais altamente complexos ndo é simples ou
comercialmente viavel, o que ressalta a importancia das plantas produtoras de
alcaldides indolicos monoterpénicos como sendo a unica fonte de moléculas

bioativas (Pasquali et al., 2006).

A radiagdo no controle da biossintese dos alcaldides de Catharanthus roseus

A biossintese de alcaloides ind6licos monoterpénicos em Catharanthus
roseus inicia-se com a descarboxilagdo do aminoacido L-triptofano, pela
triptofano descarboxilase (TDC), para formar a triptamina (Figura 2) (Croteau et
al., 2000). A triptamina é, entdo, condensada com o secoiriddide secologanina
(derivado do monoterpeno pirofosfato de geranila), por meio da enzima
estrictosidina  sintase (STR1), para produzir o intermedidrio central
estrictosidina, um alcaloide glicosilado. A estrictosidina ¢ desglicosilada pela
enzima estrictosidina B-D-glucosidase (SGD) e permutada, passando por varios
intermediarios instaveis, até a formacdo de diversos alcaldides indolicos

monoterpénicos (Vazquez-Flota et al., 1997; St-Pierre et al., 1999).
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A estrictosidina, por meio de rearranjos intramoleculares da sua metade
terpendide, ¢ a precursora dos alcaldides das familias Iboga (catharantina) e
Apidosperma (tabersonina e vindolina) (St-Pierre et al.,, 1999). Destes, a
vindolina ¢ o alcaldide inddlico monomérico com maior riqueza de estudos
acerca de sua rota biossintética (Croteau et al., 2000; Facchini, 2001).

A vindolina, juntamente com o mondmero catharantina, é o precursor
imediato do alcaldide bis-inddlico vimblastina, o qual & produzido a partir de
multiplas reagdes de acoplamento enzimatico (por uma enzima peroxidasica
especifica) e também ndo enzimatico, em condigdes biomiméticas (acoplamento
in vitro) entre estes mondmeros (Sottomayor et al., 1998).

As rotas de biossintese de alcaldides constituem um complexo sistema
com controles altamente especializados espacial e temporalmente (nos niveis
subcelular, de tecido, de 6rgao e de planta), em uma intrincada associagdo com
estimulos ambientais bidticos e abiodticos, acoplado com um estreito controle de
desenvolvimento ontogeneticamente programado. Contudo, uma compreensiao
detalhada dos aspectos ecoquimicos e de desenvolvimento da producdo de
alcaldides em diferentes tecidos e plantas oferece importantes recursos para a
producdo sustentdvel e comercialmente viavel de moléculas bioativas de
interesse, tanto em plantas selvagens ou em transgénicas (Facchini, 2001).

O efeito do fator ambiental luz sobre a atividade de enzimas chave na
biossintese de vindolina, mondmero precursor de vimblastina e vincristina, tem
sido bastante estudado em Catharanthus roseus. O fitocromo esta claramente
envolvido na ativacdo da biossintese de vindolina pela luz (De Luca et al., 1988;
Aerts & De Luca, 1992).

Plantulas de Catharanthus roseus acumulam altos niveis do precursor
tabersonina, que ¢ a primeira molécula precursora acometida a sintese do
monomero vindolina. Estudos com plantulas estioladas tém demonstrado que a

luz desempenha um papel critico sobre a atividade de enzimas dos tltimos
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estagios de sintese deste mondmero. Embora a vindolina e a desacetoxivindolina
(seu precursor imediato) possam ser detectadas em plantulas crescidas no
escuro, elas ocorrem apenas em quantidades pequenas. Entretanto, a exposigdo
de plantulas estioladas a luz induz a atividade da desacetoxivindolina-4-
hidroxlase (D4H) e da desacetilvindolina-4-0-acetiltransferase (DAT), ultimas
enzimas envolvidas na sintese da vindolina em seus cotilédones, o que resulta na
conversao quantitativa de tabersonina e intermedidrios em vindolina (De Luca et
al., 1986).

Viazquez-Flota & De Luca (1998), ao exporem plantulas estioladas de 7
dias a luz branca, observaram que a atividade da D4H aumentou
aproximadamente 10 vezes, verificando também, logo ap6s subseqiiente retorno
ao escuro, uma queda nesta atividade. Segundo estes autores, que também
avaliaram o efeito da exposicao das plantas a luz de comprimentos de onda na
regido do vermelho e do vermelho distante, o fitocromo possui papel importante
como modulador da atividade desta enzima ou da expressdo do gene d4h, uma
vez que a atividade da D4H ¢ aumentada pela luz vermelha e seu efeito ¢
reduzido pela exposicdo subseqiiente ao vermelho-distante.

O gene d4h parece ser regulado pela luz em multinivel, uma vez que a
atividade da D4H ¢ baixa em plantulas estioladas, mesmo havendo abundéancia
do produto génico da D4H. A exposi¢do de mudas estioladas a luz causou rapido
aumento na atividade desta enzima, sem que houvesse um aumento no nivel de

transcritos (Vazquez-Flota & De Luca, 1998; Vazquez-Flota et al., 1997).

Qualidade da luz e desenvolvimento vegetativo de plantas

A fotossintese ndo ¢ o Uinico processo para o qual a luz ¢é essencial. As

plantas monitoram propriedades da luz incidente, tais como intensidade,
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qualidade, direcdo e duragdo, e usam essa informagao para modular respostas de
desenvolvimento, para controlar sua arquitetura e determinar o momento do
florescimento. As respostas de desenvolvimento das plantas as propriedades do
ambiente de luz sdo coletivamente referidas como fotomorfogénese. Respostas
fotomorfogenéticas de plantas envolvem a agdo de varias classes distintas de
fotorreceptores que sdo sensiveis as diferentes regides do espectro luminoso,
incluindo as regides ultravioleta, azul e vermelho/vermelho-distante (Whitelam,
1995). Em plantas superiores, as trés principais familias de fotorreceptores tém
sido identificadas e caracterizadas como: os fitocromos, que absorvem luz
vermelha e vermelho-distante; os criptocromos (Cashmore et al.,, 1999) e as
fototropinas, que absorvem luz azul/UV-A (Briggs & Christie, 2002).

A maioria dos processos biologicos influenciados pela luz, tanto para
animais quanto para vegetais, ocorre na faixa do espectro denominada luz
visivel, a qual varia de 400 a 700 nm. Assim, a principal fonte de energia para a
fotossintese se encontra nos intervalos da luz visivel e os efeitos desta faixa do
espectro podem ser observados também na fotomorfogénese. Contudo, alguns
pigmentos estdo envolvidos na percepgdo dos sinais trazidos pela luz e possuem
seu pico de absorcdo em comprimentos de ondas abaixo de 400 nm e acima de
700nm (Carvalho & Peres, 2003).

Mudangas na qualidade da luz nas regides do vermelho e vermelho-
distante do espectro sdo detectadas pelos fitocromos. Um pardmetro util para
descrever o ambiente de luz natural é a razdo irradiancia de fotons na regido do
vermelho/vermelho-distante (relacdo V/VD). Sob quase todas as condigdes de
radiacdo, existird uma mistura de equilibrio das duas formas de fitocromo (Fv e
Fvd). As quantidades relativas de luz vermelha e vermelho-distante na radiagdo
incidente serdo traduzidas pelos fitocromos em diferentes concentra¢des

relativas de sua forma ativa Fvd (Franklin & Whitelam, 2005).
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O aumento da irradidncia no comprimento de onda vermelho-distante
reduz a relagdio V/VD, o que promove a fotoconversio do Fvd a Fv e,
conseqiientemente, os niveis de Fvd/Ftotal sdo reduzidos. Baixas relagdes V/VD
sdo detectadas pelos fitocromos como indicadores de alta densidade ou
competicao pela luz e sdo consideradas como sinal chave da luz refletida ou
transmitida pela vegetagdo vizinha (Franklin & Whitelam, 2005). Essa
percepc¢do inicia uma resposta que consiste num alongamento do hipocétilo ou
dos entrends e peciolos (estiolamento), um florescimento precoce e em uma
baixa sintese de clorofila, constituindo uma estratégia para alcangar maiores
extensdes no corpo da planta. Esta estratégia, conhecida como “evitagdo a
sombra”, tem como objetivo adquirir melhor qualidade de luz presente em
camadas superiores da vegetacdo, em plantas sombreadas, permitindo, assim, o
desenvolvimento dessas plantas de forma apropriada ao seu ambiente (Ballaré et
al., 1992; Carvalho & Peres, 2003).

Um consideravel grau de complexidade ¢ observado nos mecanismos
moleculares e celulares subjacentes as respostas a luz azul e ultravioleta, devido
a diversidade de respostas controladas por estes comprimentos de onda e ao fato
de as respostas serem observadas em diferentes 6rgaos e tecidos da planta, em
varios estadios de desenvolvimento (Jenkins et al., 1995). Talvez, as mais
proeminentes respostas a luz azul das plantas sejam os fototropismos (respostas
de curvatura de 6rgdos em relacdo a direcdo da iluminagdo), a inibi¢do do
alongamento do hipocétilo, a abertura de estomatos, o rearranjo de cloroplastos
e aregulagdo da expressdo génica dependente da luz (Whitelam, 1995).

Virias técnicas para manipulacdo da qualidade da luz tém sido
utilizadas. Alguns trabalhos mostram efeitos marcantes sobre a fotomorfogénese
de plantas, seja pela iluminag@o artificial (Rajapakse & Kelly, 1992; Pons & Van

Berkel, 2004), por coberturas de solo refletoras, tintas ou coberturas coloridas
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para casas de vegetacdo ou malhas que modificam a radiacdo por elas
transmitida (Rajapakse et al., 1999; Shahak et al., 2004).

As malhas coloridas representam um conceito agrotecnologico novo,
que objetiva combinar a protecao fisica, juntamente com a filtragem diferencial
da radiagdo solar, para promover respostas fisiologicas desejaveis, reguladas
pela luz (Shahak et al., 2004). De modo diferente das casas de vegetagdo, as
malhas exercem uma menor interferéncia sobre o microclima da planta,
entretanto, sdo capazes de modificar tanto a quantidade como a qualidade da
radiagdo solar transmitida, determinando modificagdes Opticas da dispersdo e
reflectancia da luz (Oren-Shamir et al., 2001).

Alguns estudos comparativos entre malhas coloridas e a malha preta tém
demonstrado que a mudan¢a na distribui¢do espectral da radiagdo provoca
alteracdes no desenvolvimento vegetativo de plantas. Oren-Shamir (2001) e
Shahak et al. (2004) verificaram um maior comprimento de ramificagdes de
plantas crescidas sob malhas vermelhas e um menor tamanho de plantas sob
malhas azuis, em relagdo a malha neutra (preta).

As malhas coloridas podem diferir na sua eficiéncia em transmitir a luz
difusa ou dispersa e também em sua capacidade de espalhar a luz direta que por
eles passa, de acordo com as suas propriedades fisicas. A dispersdo da luz ¢ um
importante fator que determina o quanto a luz essencialmente penetra no dossel
(Oren-Shamir et al., 2001). A complexidade e a variabilidade da radiagdo
natural, de um lado, e as multiplas reagdes de resposta da planta, de outro,
tornam dificil predizer como uma dada manipulagdo da luz natural ira afetar
respostas vegetativas particulares (Oren-Shamir et al., 2001; Shahak et al.,
2004).

Na malha preta (neutra), apenas a luz que passa através dos furos na
malha ¢ transmitida, uma vez que as linhas de plastico preto que a compdem sdo

essencialmente opacas. No entanto, nas malhas coloridas, as quais sdo unidas
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mais densamente para atingir o mesmo efeito de sombreamento, uma fragdo
maior da luz solar realmente passa através das linhas, sendo seletivamente
filtrada (Oren-Shamir et al., 2001). Segundo estes mesmos autores, a malha azul
transmite luz em uma banda larga em 470 nm, além de outros picos na regido do
vermelho-distante e infravermelho (acima de 750 nm).

Enquanto isso, a malha vermelha possui uma maior transmitdncia em
comprimentos de onda acima de 590 nm e um pico menor em torno de 400 nm.
Contudo, enquanto a relagdo UV-A/PAR na luz que ¢ transmitida pelas malhas
neutras ndo difere da radiacdo natural, as malhas vermelha e azul transmitem luz
com uma razdo UV-A/PAR significativamente menor. Por outro lado, as
relagdes V/VD da luz transmitida através das malhas azul e preta foram as
mesmas da luz natural, enquanto que a da vermelha foi ligeiramente menor

(Oren-Shamir et al., 2001).
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ARTIGO 1:

GERMINACAO DE SEMENTES DE Catharanthus roseus (L.) G. DON:
EFEITOS DA TEMPERATURA, DO ACIDO GIBERELICO E DA LUZ'

ANDERSON ADRIANO MARTINS MELO?
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RESUMO - A vinca (Catharanthus roseus (L.) G. Don), Apocynaceae, ¢ uma
planta perene, utilizada como ornamental, reconhecida por sua importancia
medicinal como produtora de alcaldides com ag@o anti-cancerigena. Este
trabalho objetivou estudar caracteristicas da embebicdo e a germinacdo de
sementes influenciada pela temperatura e pelo fotoperiodo. Para a construgao
das curvas de embebigdo, frutos de vinca da cultivar Pacifica White foram
colhidos, e as sementes retiradas e tratadas com solugdo fungicida antes de
serem embebidas por 24h em GA;, (1,0 g.L™"). O comportamento de embebigio
de C. roseus mostrou-se afetado pelo tratamento com GAj;, que, em comparagao
com sementes ndo tratadas, aumentou a taxa de embebi¢do na fase Il e a
porcentagem final de germinacdo. Os experimentos de germinagdo foram
realizados em cémaras de germinagdo ¢ BOD, sob escuro continuo, ou
fotoperiodo de 12 horas, nas temperaturas constantes de 20, 25 ¢ 30°C, ou na
alternada 20-30°C (noite/dia). As sementes da cultivar estudada apresentaram
uma menor germinagdo acumulada e porcentagem de germinagdo, ¢ menor IVG
na presenca de luz, em todas as temperaturas testadas. A velocidade de
germinagdo foi interativamente afetada pelos fatores temperatura e luz, sendo
esta maior nas temperaturas de 20-30°C alternadas e de 30°C constante. Estes
resultados contribuem para o entendimento do processo de germinacdo de
sementes de Catharanthus roseus.

Palavras-chave — Catharanthus roseus, curva de embebigdo, giberelina,
Apocynaceae, germinacdo de sementes.
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GERMINATION OF Catharanthus roseus (L.) G. DON SEEDS:
TEMPERATURE, GIBBERELIC ACID AND LIGHT EFFECTS*

ABSTRACT - Periwinkle (Catharanthus roseus (L.) G. Don), Apocynaceae, is
a perennial plant, used as ornamental, recognized by its medicinal importance as
producer alkaloids with anticancer action. This work aimed to study the
imbibition features and seed germination influenced by temperature and
photoperiod. For construction of imbibition curves, fruits of Pacifica White
cultivar of periwinkle were harvested, and the seeds removed and treated with
fungicide solution prior to be imbibed in GA; (1,0 g.L™") for 24h. The imbibition
behaviour showed affected by the GA; treatment, which, in comparison with
untreated seeds, increased the imbibition rate in the phase IIII and the final
germination percentage. Germination experiments were accomplished in
germination chambers and BOD, under continuous dark or a 12 hours
photopheriod, in constant temperatures of 20, 25 and 30°C, or 20-30°C
(night/day) alternating. The seeds of studied cultivar presented a lower
cumulative germination and germination percentage, and lower GVI in presence
of light, in all tested temperatures. The germination rate was interactively
affected by the temperature and light factors, being higher in alternating
temperatures and 30°C constant. These results contribute to understanding the
germination process of Catharanthus roseus.

Key words — Catharanthus roseus, imbibition curve, gibberelin, Apocynaceae,
seed germination.
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INTRODUCAO

A vinca [Catharanthus roseus (L.) G. Don] (Apocynaceae) ¢ uma planta
herbacea, perene e prostrada, notavel pela continua producao de flores, desde a
primavera até o inverno (Blazich et al.,, 1995). O género Catharanthus ¢
composto por oito espécies, sendo sete endémicas da ilha de Madagascar e uma
(Catharanthus pusillus) originaria da India. Catharanthus roseus (L.) G. Don ¢ a
espécie mais importante e difundida mundialmente. No Brasil, ela ¢ conhecida
como vinca, pervinca, boa-noite ou maria-sem-vergonha (Morgan, 1994; Van
der Heijden et al., 2004).

A espécie possui consideravel interesse farmacéutico, devido a produgdo
de diversos alcaloides inddlicos, dentre os quais os dimeros vincristina e
vimblastina, que exibem atividade citotoxica, por interferir na dinamica de
microtubulos durante a metafase mitotica (Jordan, 2002). Devido a estas
propriedades, eles tém sido usados clinicamente para combater tumores
hematologicos e solidos (Lobert et al., 1996).

A germinagdo consiste na reativagdo do crescimento do embrido por
meio de uma seqiiéncia ordenada de eventos metabolicos, resultando na ruptura
do tegumento pela radicula. O inicio desse processo se da pela absor¢do de agua
pelas sementes (embebicdo) continua com o alongamento do eixo embrionario
até a protrusdo da radicula. A quantidade total de agua absorvida durante a
embebicdo ¢, geralmente, muito pequena, mostrando um comportamento
trifasico sob condigdes otimas de suprimento de agua (Bewley & Black, 1994).
A embebicao ¢ fundamental para a germinagdo porque permite a retomada das
atividades metabolicas dos tecidos da semente, contribuindo para os processos
de mobilizagdo e assimilagdo de reservas e crescimento subseqiiente. A vinca é

propagada, principalmente, por sementes. No entanto, ndo ha relatos na literatura
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no que diz respeito ao comportamento da embebicdo de sementes de
Catharanthus roseus.

O ambiente exerce um papel fundamental na fisiologia da germinacdo. A
sensibilidade da semente a luz, ao estresse hidrico e a temperatura ¢
determinante na germinagdo da semente em uma situagdo particular (Bewley &
Black, 1994). Carvalho & Nakagawa (2000) relatam que a temperatura afeta o
processo germinativo de trés maneiras distintas: sobre o total de germinacao,
sobre a velocidade de germinagéo e sobre a uniformidade de germinag@o.

A luz impede ou atrasa a germinacdo de muitas sementes. Sementes nao
dormentes, cuja germinagdo ¢ inibida na presenca de luz, sdo chamadas
fotoblasticas negativas (Bewley & Black, 1994).

Estudos sobre o comportamento germinativo de Catharanthus roseus
tém sido conduzidos com diferentes cultivares. Choudhury & Gupta (1995),
trabalhando com germina¢do de Catharanthus roseus cv. Alba, classificaram-na
como fotoblastica negativa, uma vez que observaram uma germinacdo de 40% a
25°C, no escuro e apenas 10% quando as sementes foram submetidas & mesma
temperatura na presenga de luz continua. Cardoso (1999) relata que as sementes
desta espécie mantém-se negativamente fotoblasticas em temperaturas de 15°C,
20°C, 25°C e 33°C. Outros trabalhos também mostram que a radiagdo com luz
branca constante inibe a germinagdo de sementes de Catharanthus roseus e que
estas devem ser germinadas em escuro, para se obter maior germinabilidade
(Carpenter & Boucher, 1992, Cardoso, 1999).

Segundo a AOSA (Association of Official Seed Analysts, 1981), a
melhor germinag¢do de Catharanthus roseus ocorre em um fotoperiodo de 8
horas e termoperiodo de 30/20°C (D/N). Carpenter & Boucher (1992) relataram
que ha respostas diferenciadas em razio das cultivares testadas e que a faixa de

temperatura adequada a germinag@o da espécie se encontra entre 25°C e 35°C
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(cultivares Grape Cooler ¢ Peppermint Cooler) e entre 25°C e 30°C (cultivar
Pretty in Rose).

Blazich et al. (1995), trabalhando com sementes de Catharanthus roseus
das cultivares Dawn Carpet e Little Bright Eye, verificaram interagdo
significativa entre temperatura de germinagao e radiacdo. Segundo estes autores,
a radiacdo afeta a germinagdo de sementes desta espécie em baixa temperatura
(15°C e 20°C), tanto no periodo de luz quanto no periodo de escuro.

A giberelina tem sido amplamente mostrada como horménio indutor da
sintese de a-amilase, aumentando o conteido de mRNA para a sintese desta
enzima na camada de aleurona de cereais e, conseqiientemente, provendo
energia para a protrusdo radicular (Higgins et al., 1982; Chrispeels & Varner,
1967).

O acido giberélico (GAj3) € reconhecido por aumentar a germinabilidade,
na luz, das sementes tidas como fotoblasticas negativas (Coccuci et al., 1981).
Este fitorregulador parece estar envolvido em um fotomecanismo, no qual pode
ativar intermediarios da rota de interconversdo do fitocromo, alterando-o para a
forma ativa e iniciando a germinagdo (Choudhury & Gupta, 1995).

Choudhury & Gupta (1998) observaram que, na auséncia do tratamento
com GA;, sementes de Catharanthus roseus cv. Alba mostraram apenas 40% de
germinacdo. Com um tempo de embebicdo de 24 horas, os autores observaram
um aumento gradual da porcentagem de germinacdo de 40% para 100% com o
aumento das concentragdes de GA; atingindo germinacdo completa com 2,886
mM de GA;.

Choudhury & Gupta (1995), aplicando solucdes de GA; com diferentes
concentragdes e tempos de embebigdo sobre sementes de Catharanthus roseus,
observaram um aumento na porcentagem de germinagdo de 10% para 52%, sob
luz continua. Segundo os autores, o0 GAj; antagoniza a inibi¢do da germinacdo

pela luz, aumentando a permeabilidade das sementes nesta espécie.
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Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do acido giberélico,
temperatura e luz sobre o comportamento da embebicdo e o desempenho

germinativo de sementes de Catharanthus roseus da cultivar Pacifica White.

MATERIAIS E METODOS

Frutos de Catharanthus roseus (L.) G. Don cv. Pacifica White, com
coloracdo verde-amarelada, foram colhidos de plantas cultivadas na darea
experimental do Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras,
e dispostos em sala climatizada a 23°C, por 2 dias, para secagem e retirada das
sementes. Para a determinagdo das curvas de embebigdo, foram utilizadas trés
repetigoes de 300 sementes para cada, as quais foram inicialmente pesadas em
balanga analitica digital com precisdo de 0,Img. A seguir, as sementes foram
acondicionadas em caixas do tipo Gerbox”, contendo duas camadas de papel
mata-borrdo umedecido com solugdo de Cercobin® (1,0 g.L™"), para a primeira
curva ou solugdo de Cercobin® (1,0 g.L") + GA; (1,0 g.L'™"), para a segunda
curva, sendo, posteriormente, mantidas em camara de germinacdo a 23°C. As
sementes foram pesadas nos seguintes intervalos: %3, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10,
11, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Antes de cada pesagem, as sementes foram
rapidamente secas em papel absorvente. Com os valores das porcentagens
consecutivas, foi calculada a porcentagem relativa de ganho de 4gua em relagdo
ao peso inicial das sementes, a fim de construir as curvas de embebigao.

Para o experimento de radiagdo e temperatura, as sementes de
Catharanthus roseus (L.) G. Don cv. Pacifica White (Ball Seeds) foram tratadas
com 100 mL de solu¢do de GA; a (1,0 g.L'l), no escuro, com aeragdo, durante
24 horas. Em seguida, foram desinfestadas com solugdo de Cercobin® (1,0 g.L
", durante 15 minutos e secas em papel mata-borrdo. As sementes foram, entéo,

dispostas em caixas tipo Gerbox", com 2 folhas de papel mata-borrdo embebido
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em volume de agua igual a 2,5 vezes a massa dos papéis secos ¢ germinadas em
camaras tipo Mangelsdorff e em BOD.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4x2 com 4 tratamentos de temperatura (20°C, 25°C, 30°C e 20°C-30°C) e
dois tratamentos de luz (fotoperiodo de 12 horas ou escuro continuo). No
tratamento de temperatura alternada, a temperatura do periodo de escuro foi de
20°C. O tratamento de escuro foi obtido envolvendo-se as caixas Gerbox” em
papel aluminio e em sacos pretos de polietileno.

Os tratamentos consistiram de 4 replicatas de 50 sementes cada. As
contagens de germinacdo foram realizadas diariamente, em sala escura, com
lampada verde de seguranga, tendo como critério a protrusdo de 2 mm de
radicula. As sementes contadas ndo foram retiradas, sendo consideradas na
avaliacdo seguinte (germinagdo acumulada). Foram avaliados a porcentagem de
germinacdo (G%), o indice de velocidade de germinagdo (IVG) e a velocidade

média de germinagdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Curva de embebicéo - As sementes analisadas neste trabalho mostram
uma curva de embebi¢do com comportamento trifdsico, com uma fase I,
caracterizada por uma rapida embebicdo nas primeiras 8 e 7 horas (para as
sementes ndo tratadas e tratadas com GA;, respectivamente) (Figura 1).

Segundo Bewley & Black (1994), o potencial da dgua de sementes
maduras e secas ¢ muito menor do que o do substrato para germinacao e a fase I
¢, primordialmente, uma conseqiiéncia de for¢as matriciais e a absor¢do de agua
ocorre independentemente da viabilidade ou da dorméncia das sementes. Nesta
fase, observou-se um incremento de massa sobre a massa inicial de 43% e 40%

por hora, durante as 8 e 7 primeiras horas, para as sementes tratadas e nado
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tratadas com acido giberélico, respectivamente (Figura 2). A partir dai, a taxa
reduziu para menos de 1,46% e 1,8% por hora, para as sementes ndo tratadas e
tratadas, respectivamente, o que determinou o limite entre as fases I e II, de

acordo com Pinho et al. (2004).
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FIGURA 1: Efeito do acido giberélico (GA;) sobre as curvas de embebicdo de
sementes de Catharanthus roseus (L.) G. Don. armazenadas a
23°C, durante 120 horas. (A) Imersio em GA; (1,0 g,L") por 24
horas, (A) Controle (Sem GA3).

De acordo com Bewley & Black (1994), a fase IT ¢ uma fase lag de
absor¢do de agua, na qual forcas matriciais ndo desempenham papel

significativo, os principais eventos metabodlicos iniciam a reativagdo do
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metabolismo ¢ a mobilizacdo dos compostos de reserva para a retomada do

crescimento do eixo embrionario.
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FIGURA 2: Efeito do acido giberélico sobre a taxa de embebicdo das sementes
de Catharanthus roseus (L.) G. Don. armazenadas a 23°C (A),
durante 120 horas; (B) Taxa de embebi¢cdo nas primeiras 12 horas;
(A) imersio em GA; (1,0 g,L") por 24 horas; (A) controle (Sem
GAj).
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A taxa de embebig¢do mostrou uma tendéncia de redugdo para ambos os
tratamentos até 12 horas (Figura 2 B). Esta reducdo foi, no entanto, mais
acentuada nas sementes ndo tratadas com GAj;, entre 12 e 24 horas (Figura 2 A).
A partir do intervalo entre 24 e 48 horas, observou-se, entdo, uma retomada do
ganho de massa e inicio da germinagdo para ambos os tratamentos, o que
caracteriza o inicio da fase III. Nesta etapa, estas sementes tratadas com GA;
mostraram uma taxa média de embebicdo de 4% por hora, até o intervalo entre
96 e 120 horas, enquanto que as sementes ndo tratadas mostraram uma taxa de
embebicdo de apenas 1,2% por hora, neste mesmo periodo.

Com o inicio da fase III, o aumento da absor¢cdo de agua ¢
primariamente relacionado ao decréscimo do potencial osmotico resultante da
hidrolise de substancias de reserva e a elongacdo da radicula relacionada ao
relaxamento da parede celular (Bewley & Black, 1994).

Verificou-se uma germina¢do final de 36,3%, nas 120 horas de
embebicdo, nas sementes ndo tratadas com acido giberélico. Em contrapartida,
as sementes tratadas mostraram uma germinabilidade muito superior (87,2%) e
mais uniforme, logo nas primeiras 72 horas de embebigdo. Carpenter & Boucher
(1992) também conseguiram aumentar a germinagdo de trés cultivares de vinca
na luz, com uso de GA;.

De acordo com Choudhury & Gupta (1998), tanto a natureza dos
promotores quanto a permeabilidade dos tecidos a adgua e solutos desempenham
papel crucial em possibilitar alta germinabilidade na semente fotoblastica
negativa de C. roseus cultivar Alba. Parece que o tratamento com GAj exerce
acdo nos primeiros estagios do processo de germinagdo ou que ele penctre
rapidamente no interior das sementes e permanece ativo por um periodo

suficiente para induzir a germinacdo. Tal efeito foi também observado em
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Catharanthus roseus, por Carpenter & Boucher (1992) e Choudhury & Gupta
(1995).

A duragdo das fases da germinacdo depende das propriedades inerentes
das sementes e das condi¢des que prevalecem durante a hidratacdo (Bewley &
Black, 1994). Os resultados aqui apresentados mostram que houve efeito do
acido giberélico, reduzindo a extensdo da fase IT das sementes de Catharanthus

roseus.

Temperatura e fotoperiodo - O efeito dos fatores temperatura e
fotoperiodo sobre a porcentagem de germinagdo e IVG das sementes de
Catharanthus roseus ndo foi interativamente significativo. No entanto, o efeito
isolado da temperatura mostrou que a 25°C e a 30°C houve maior porcentagem
final de germinagao (91,5% e 90,25%, respectivamente), em comparacdo com 0s
demais tratamentos (Figura 3). Apesar das diferencas observadas, a
geminabilidade foi elevada em todas as condi¢des avaliadas (acima de 85%)),
fato que pode ser atribuido ao uso de acido giberélico em todos os tratamentos.
O IVG também foi afetado pelas diferentes temperaturas avaliadas, sendo menor
no tratamento a 20°C que naqueles que envolveram temperaturas maiores ou
alternadas.

Os resultados aqui apresentados concordam com os observados por
Carpenter & Boucher (1992), para esta mesma espécie, em que os valores de
maxima germinabilidade ocorreram entre 25°C e 30°C, para a cultivar Pretty in
Rose, com uso da mesma concentragdo e tempo de embebi¢do em acido
giberélico. Segundo estes autores, temperaturas constantes abaixo de 25°C
reduzem a taxa e a porcentagem final de germinag¢do das sementes de vinca
mantidas no escuro, como observado neste trabalho.

Choudhury & Gupta (1995) também verificaram uma maior
porcentagem de germinagao para Catharanthus roseus a 25°C. Cardoso (1999),

avaliando uma faixa de temperaturas entre 12°C e 40°C, relatou que a
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germinabilidade 6tima de sementes de vinca encontra-se na faixa entre 22°

27°C.
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4), menor IVG e menor porcentagem final de germinagdo em relacdo ao

tratamento mantido em escuro continuo (Figura 5).
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FIGURA 4: Efeito do regime de radiagdo (presenca ou auséncia) sobre a
germinagdo acumulada (%) de sementes de Catharanthus roseus
(L.) G. Don sob diferentes temperaturas, durante 7 dias. Letras
distintas representam médias de germinacdo acumulada diferentes
entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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observados por Carpenter & Boucher (1992). Cardoso (1999) também verificou
que a auséncia de luz favoreceu a germinagdo de sementes de Catharanthus
roseus em temperaturas de 20°C, 25°C e 33°C, porém, sem uso de &cido
giberélico.

Blazich et al. (1995), estudando uma ampla faixa de fotoperiodos (0, 1,
2,4, 8, 12 e 24 horas), observaram que o escuro nao ¢ estritamente necessario
para que a germinagao ocorra. Assim, fotoperiodos menores ou iguais a 12 horas
nio afetam adversamente a resposta, em relagdo as sementes mantidas no
escuro, sendo a duracdo da radiagdo um fator mais critico para a germinacdo do
que sua presenca ou auséncia. De modo diferente, os resultados deste trabalho
mostram que a presenca de um fotoperiodo de 12 horas reduz a germinabilidade
e 0 IVG das sementes de Catharanthus roseus cv. Pacifica White.

Choudhury & Gupta (1995) e Cardoso (1999) também encontraram
germinagio otima de Catharanthus roseus a temperatura de 25°C. Carpenter &
Boucher (1992) observaram que sementes mantidas em temperaturas de 25°C e
30°C necessitaram de um menor tempo para atingir 50% de germinag@o do que
sementes mantidas a 20°C.

Neste trabalho, observou-se interacdo significativa entre temperatura e
fotoperiodo sobre a velocidade média de germinagdo (Figura 6). O fotoperiodo
de 12 horas ndo interferiu na velocidade de germinagdo de sementes
armazenadas a 20°C ou a 25°C, que nao diferenciaram entre si. No entanto, nas
temperaturas de 30°C e alternada 20°C-30°C, as sementes armazenadas no
escuro constante mostraram uma maior velocidade de germinagdo. Para Cardoso
(1999), a germinagdao em C. roseus parece ser limitada por processos
dependentes do fitocromo, durante um amplo intervalo de temperatura. Contudo,
para a cultivar estudada neste trabalho, as diferengas na taxa de germinacdo
induzidas pela luz foram significativas apenas para temperaturas constantes

maiores que 25°C ou alternada 20°C-30°C.
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FIGURA 6: Velocidade média de germinacdo (1/t, dias) de sementes de
Catharanthus roseus (L.) G. Don submetidas a diferentes
temperaturas e condi¢cdes de radiacdo (presenca ou auséncia),
durante 7 dias. Linhas verticais representam o erro padrdo entre
médias (n=4). Letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

As maiores percentagens de germinacdo desta espécie no escuro, em
temperaturas mais altas, podem ser explicadas pelo fato de que a temperatura
pode causar alteracdes da sensibilidade da semente a baixos niveis de Fve pré-
existentes, favorecendo a germinag@o no escuro (Taylorson & Hendricks, 1972;

Takaki et al., 1985).
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CONCLUSOES

Os resultados mostram que a curva de embebicdo das sementes desta
espécie possui aspecto claramente trifasico, cuja taxa de embebi¢do mostra-se
elevada pelo uso de GA;, que também eleva a porcentagem final de germinagao
em um menor tempo.

A luz exerce influéncia no processo germinativo das sementes de
Catharanthus roseus cv. Pacifica White, as quais mostram comportamento
preferencialmente fotoblastico negativo e dependente da temperatura de
incubagdo. No entanto, as diferencas observadas sdo pequenas, do ponto de vista
pratico, fator atribuido ao uso de acido giberélico em todos os tratamentos.

Os resultados mostrados aqui contribuem para o entendimento do
processo de embebicdo de sementes de Catharanthus roseus, cultivar Pacifica
White.
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ARTIGO 2:

SOMBREAMENTO DE PLANTAS DE Catharanthus roseus (L.) G. Don
POR MALHAS COLORIDAS: DESENVOLVIMENTO VEGETATIVO!

ANDERSON ADRIANO MARTINS MELO?
AMAURI ALVES DE ALVARENGA®

RESUMO: As malhas coloridas tém sido utilizadas para manipular a natureza
do desenvolvimento vegetativo, melhorando a utilizagdo da radiagdo solar por
plantas ornamentais. Este trabalho objetivou estudar o efeito da reducdo de 50%
da radiacdo fotossinteticamente ativa sobre aspectos do desenvolvimento
vegetativo de plantas de vinca [Catharanthus roseus (L.) G. Don], utilizando
malhas de cores azul e vermelha e malha preta (neutra), em comparagdo a
auséncia de sombreamento (pleno sol). As plantas foram obtidas a partir de
sementes e mantidas sob os tratamentos por 180 dias. Foram avaliados o ganho
de matéria seca e a distribuicdo de matéria seca entre 6rgdos da planta, o
conteudo de pigmentos foliares (clorofilas e carotenoides) e nitrogénio foliar. A
malha vermelha aumentou a matéria seca total e a area foliar das plantas em
relacdo as malhas azul, preta e ao tratamento a pleno sol, porém, exceto em
relacdo a este tratamento, a malha vermelha mostrou um menor contetido de
nitrogénio e pigmentos foliares. A maior relagdo raiz/parte aérea e relagdo
clorofila a/b, menores razdes de area foliar e de peso foliar das plantas crescidas
a pleno sol em relagdo as plantas sombreadas indicam um efeito mais
proeminente da maior irradidncia do que da alteracdo espectral. O
sombreamento altera significativamente a distribui¢do de matéria seca e o uso de
malhas de diferentes cores modifica o conteudo de pigmentos fotossintéticos
nesta espécie vegetal.

Termos para indexacgdo: vinca, area foliar, distribui¢do espectral, matéria seca,
carotenoides, clorofilas.

" Parte da dissertagio de mestrado do primeiro autor

> Eng. Agr., aluno de mestrado em Fisiologia Vegetal, Departamento de
Biologia — UFLA

3 Prof. Dr. Titular do Departamento de Biologia — UFLA
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SHADDING OF Catharanthus roseus (L.) G. Don PLANTS WITH
COLORED NETS: VEGETATIVE DEVELOPMENT!

ABSTRACT: Colored shade nets have been used to manipulate the nature of
vegetative development, improving the utilization of solar radiation by
ornamental plants. This work aimed to study the effect of 50% reduction of PAR
on vegetative development features of vinca [Catharanthus roseus (L.) G. Don]
plants, using shade nets of blue and red colors, and black net (neuter), in
comparison to lack of shading (full sun). The plants were obtained from seeds
and kept under the treatments for 180 days. Dry mass increment and distribution
between plant organs, foliar pigment content (chlorophylls and carotenoids) and
foliar nitrogen were evaluated. The red net increased total dry matter and total
leaf area of plants in relation to blue net, black net and the full sun treatment,
however, except in relation to that treatment, the red net showed lower foliar
nitrogen and pigments. The higher root/aerial part and chlorophyll a/b ratios, the
lower leaf area and leaf dry weight ratios of plants growth under full sun in
relation to shaded plants indicates a most prominent effect of higher irradiance
than spectral alteration. The shading alters significantly the dry matter
distribution and the use of different color shade nets changes the photosynthetic
pigment content in this plant species.

Index terms: vinca, leaf area, spectral distribution, dry matter, carotenoids,
chlorophylls.
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INTRODUCAO

A vinca [Catharanthus roseus (L.) G. Don] é uma das plantas
medicinais mais extensivamente estudadas. Além de planta ornamental, sua
importancia se deve a produgdo e ao acimulo de alcaldides bis-indolicos nas
folhas (vimblastina e vincristina) utilizados no tratamento de diversas formas de
cancer e de outros dois (ajmalicina e serpentina), encontrados nas raizes, com
uso na terapia de disfung¢des vasculares.

No entanto, ha poucos relatos na literatura acerca de informagdes no que
diz respeito a fisiologia do desenvolvimento desta espécie em relagdo as
variagdes de fatores do ambiente.

As plantas, organismos autétrofos e sésseis dependem da aquisicdo da
energia radiante para sua sobrevivéncia e competicdo em comunidades vegetais,
devendo, para tanto, adaptar seu crescimento e desenvolvimento a radiagdo
disponivel no ambiente (Franklin & Whitelam, 2005).

Os estimulos ambientais fornecem informagdes de valor ecoldgico
crucial em muitos estadios de desenvolvimento de plantas. A germinacao de
sementes, o estabelecimento de plantulas, o desenvolvimento da maquinaria
fotossintética e da arquitetura da planta, o florescimento, respostas & competicao
com plantas vizinhas e a alocagdo de recursos nutricionais para raizes, caules,
folhas, o6rgdos reprodutivos ou de armazenamento sdo processos fisiologicos
potencialmente controlados pela percepcdo do estimulo luminoso pelos
fitocromos (Smith, 2000).

Muitos trabalhos tém demonstrado que a qualidade da luz influencia
muitos aspectos do desenvolvimento de plantas (McMahon et al, 1991;
Rajapakse & Kelly, 1992; Pons & Van Berkel, 2004). A qualidade da luz pode
causar alteracdes no fotoequilibrio do fitocromo, relacionado as quantidades

relativas das formas Fv e Fvd e, assim, determinar uma razao Fvd/Ftotal de cuja
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percepcao dependem muitas respostas morfogénicas (Kasperbauer & Peaslee,
1973; Smith & Whitelam, 1997).

As plantas podem perceber mudancas sutis na composi¢do de vermelho
e vermelho-distante do ambiente em que se encontram, ajustando-se morfoldgica
e fisiologicamente por meio do fitocromo (Li et al., 2000). A relagdo
vermelho/vermelho distante (V/VD) ¢é considerada um fator importante para
respostas mediadas pelo fitocromo (Batschauer, 1998). Em resposta aos sinais de
baixa relagdo V/VD, muitas plantas mostram um rapido e pronunciado aumento
na taxa de elongacdo de caules e peciolos, freqlientemente as expensas do
desenvolvimento de folhas e 6rgdos de armazenamento (Franklin & Whitelam,
2005).

A manipulagdo espectral da radiagdo natural tem sido utilizada em casas
de vegetacdo por meio de filtros fotosseletivos liquidos contendo sulfato de
cobre (Rajapakse & Kelly, 1992; McMahon & Kelly, 1995; Rajapakse et al,
1999), ou por meio de coberturas coloridas, as quais modificam especificamente
a luz nas regides espectrais do ultravioleta, do visivel ou do vermelho-distante,
aumentando a quantidade de luz difusa em seu interior (Oren-Shamir et al.,
2001; Shahak et al., 2004). A malha azul, diferentemente da vermelha, ndo reduz
a razdo V/VD do espectro da luz difusa (Shahak et al., 2004), mas eleva
levemente esta relacdo. Seu efeito mais proeminente, segundo os autores, ¢
aumentar a relagdo azul/vermelho na luz difusa em seu ambiente.

Segundo Oren-Shamir et al. (2001), que utilizaram as malhas coloridas e
mediram a distribui¢do espectral da luz, observaram que, sob malha azul, ha
transmissdo de luz em uma banda abrangente em 470 nm, além de outros picos
na regido do vermelho-distante e infravermelho (acima de 750 nm), enquanto
que a vermelha possui uma maior transmitancia em comprimentos de onda

acima de 590 nm e um pico menor em torno de 400 nm.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da radiacdo solar
alterada por coberturas de malhas de cor azul e vermelha sobre aspectos do
desenvolvimento vegetativo de plantas de vinca (Catharanthus roseus) cv.
Pacifica White.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no periodo de novembro de 2005 a maio de
2006, no Setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada no municipio de Lavras, Minas
Gerais, situado na regido sul do estado, a 918 m de altitude, latitude de 21°14°S e
longitude 45°00°W GW.

Sementes de Catharanthus roseus foram previamente embebidas em
solugdo de GA; (1,0 g.L™"), no escuro, por 24 horas. Em seguida, foram secas em
papel absorvente, desinfestadas por 15 minutos em solugdo de Cercobin® (1,0
g.L") e colocadas para germinar em caixas tipo Gerbox”™, sobre duas camadas de
papel mata-borrdo, utilizagio de camara de germinagdo tipo BOD, sob
temperatura de 23°C constante e no escuro. Apds 3 dias, as sementes pré-
germinadas foram, entdo, repicadas para tubetes com capacidade para 50 cm’,
contendo substrato Plantmax® e transferidas para viveiro com 70% de
sombreamento. Plantulas com § cm de altura na parte aérea e com dois pares de
folhas verdadeiras (35 dias apds emergéncia) foram selecionadas e repicadas
para o substrato definitivo, em colunas de PVC contendo 5,0 L de terra de
subsolo, areia e esterco bovino na propor¢ao de 2:1:1. Apos analise do solo
utilizado, foi preparada uma solucdo nutritiva visando corrigir deficiéncias
nutricionais e suprir a planta durante o periodo experimental. A aplica¢do foi

feita cuidadosamente apds a repicagem, com uso de proveta.

49



Os tratamentos de radiag@o consistiram de duas coberturas por malhas
coloridas (vermelha e azul - Polysack Plastic Industries”) e uma preta, todas elas
possuindo uma densidade da malha que fornece 50% de transmitancia na regido
fotossinteticamente ativa, além de um tratamento testemunha a pleno sol. As
malhas de diferentes cores, segundo o fabricante, alteram o espectro de luz solar
por elas transmitida: a malha vermelha reduz as ondas azuis, verdes e amarelas,
e acrescenta ondas na regido do vermelho e vermelho distante. A malha azul
reduz ondas na faixa do vermelho e vermelho-distante, e acrescenta ondas azuis.

As plantas permaneceram sob os tratamentos por 180 dias, sendo
irrigadas em intervalos de 2 dias. Apos este periodo, foi feita medicdo da area
foliar, em 6 plantas em 100% das folhas completamente expandidas, com uso do
medidor eletronico de area foliar (LI-COR LI-3100). Nestas mesmas plantas, foi
avaliada a matéria seca total e particionada. Apds a separacdo da planta em
folhas, ramos e raizes, as partes foram acondicionadas em sacos de papel e
transferidas para uma estufa com circulagdo forcada de ar a 50°C, até adquirir
massa constante. Apos a secagem, os materiais foram pesados em balanca
analitica com precisdo de 10™g.

Alguns indices fisiologicos de crescimento foram avaliados como razdo
de area foliar, razdo de peso foliar e area foliar especifica (RAF, RPF e AFE,
respectivamente), por meio dos valores instantdneos de area foliar (A), expressos
em dm’, matéria seca da planta (P) e matéria seca das folhas (Pf), ambos
expressos em g, de acordo com Benincasa (1988).

Este experimento seguiu um delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) com quatro tratamentos de radiacdo (malha vermelha, azul,
preta e pleno sol) e 6 repetigdes, sendo cada repeticdo constituida de uma planta.

As folhas provenientes da determinagdo da matéria seca foliar foram
trituradas e utilizadas para a quantificacdo do nitrogénio foliar, pelo método de

Micro-Kjeldahl. Para andlise do teor de clorofilas, foram utilizadas 3 folhas
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completamente expandidas por tratamento, sendo as quantificagdes das
clorofilas a, b e total realizadas, segundo Arnon (1949).

A extracdo e a quantificacdo dos carotenoides totais foram realizadas em
cinco folhas maduras completamente expandidas por tratamento, segundo a
metodologia descrita por Duke & Kenyon (1986), com modificacdes: uma
massa fresca (M) de 500 mg de folhas foi extraida com 10 mL de hidréxido de
potassio em metanol (6% p/v). Em seguida, os extratos foram centrifugados a
5.000 g por cinco minutos a 15°C, sendo o sobrenadante depositado em um tubo
tipo “falcon”. O extrato foi particionado com 3 mL de éter de petroleo (ponto de
ebulicdo 60°C) para a extragdo dos pigmentos. A epifase foi coletada e
depositada em tubo de ensaio. O particionamento foi repetido por mais duas
vezes, precedendo a leitura (A) em espectrofotometro (Beckman DU-640) a
445nm. A concentragdo de carotenoides totais foi calculada com base na matéria
fresca de tecido e uma epifase de 9mL com uso dos coeficientes de extingdo
molar (E) de Sandmann & Bdoger (1983) para o -caroteno (2500), utilizando-se
a expressdo: pg/g=[(AxV x10%)/(E x M x 100)].

Este experimento foi conduzido num delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentos de radiacdo e¢ em 4
repeti¢cdes. Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia. As
médias, quando significativas, foram submetidas ao teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A matéria seca das plantas de Catharanthus roseus foi
significativamente afetada pelo uso de malhas coloridas (Figura 1 A). Observou-

se que plantas cultivadas sob malha vermelha apresentaram maior matéria seca
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total, em relagdo aos demais tratamentos. Este tratamento também acumulou
maior matéria seca em caules, comparativamente aos tratamentos com malha
preta e azul. Estes resultados estdo de acordo com o observado por Oren-Shamir
et al. (2001), que verificaram um maior percentual de ramos de maior
comprimento presentes em plantas de Pittosporum variegatum sob malha
vermelha, em relacdo ao sombreamento com malha azul ou preta. Li et al.
(2000) também observaram um menor tamanho de parte aérea das plantas
cultivadas em casa de vegetacdo coberta com filmes de polietileno pintado com

tinta que reduz a sua transmissividade a luz vermelho-distante.
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FIGURA 1: (A) Matéria seca total e particionada e (B) relacdo raiz/parte aérea
(g) de plantas de Catharanthus roseus cv. Pacifica White
submetidas ao sombreamento sob telado com malha de diferentes
cores, durante 180 dias. Linhas verticais representam o erro padrdo
entre as médias (n=6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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O acumulo de matéria seca foliar foi afetado pelo uso de sombreamento,
sendo significativamente menor no tratamento a pleno sol, no qual se observa
um maior incremento de matéria seca nas raizes em relacdo aos tratamentos com
malha azul e preta.

Analisando-se a distribuicdo de biomassa entre os diferentes 6rgaos da
planta (Figura 2), verifica-se que grande parte dos fotoassimilados foi alocada
nas raizes de plantas a pleno sol, em detrimento do investimento em folhas, o
que determinou uma maior relagdo raiz/parte aérea para o tratamento a pleno sol
(Figura 1B). Os tratamentos com sombreamento ndo afetaram,
significativamente, a distribuicdo de biomassa. Desse modo, parece que o efeito
da irradidncia ¢ mais proeminente do que a alteragdo espectral sobre esta
variavel, na espécie estudada.

O maior investimento de fotoassimilados em raizes, em detrimento de
folhas nestas plantas, é condizente com a estratégia adaptativa de aumentar a
capacidade de absor¢do de dgua e nutrientes, e sobreviver a ambientes com
maior incidéncia de ventos e alta irradidncia e, conseqiientemente, maior
exigéncia hidrica.

A distribuicdo de matéria seca entre os diferentes 6rgdos de uma planta
constitui um comportamento interessante ¢ inerente as espécies vegetais e que
reflete a sua adaptabilidade as diferentes condi¢des do ambiente (Benincasa,
1988). Ainda ndo estd bem esclarecida a razdo das alteragdes que ocorrem na
alocacdo de biomassa entre os 6rgdos da planta em resposta as alteracdes
espectrais. Alguns estudos, no entanto, associam a percep¢do do sinal ambiental
pelo fitocromo e receptores de luz azul (criptocromos e fototropinas), e a
resposta de crescimento de caules em Arabidopsis, atribuindo-lhes uma agéo

coordenada (Parks et al., 2001).
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FIGURA 2: Distribuicao relativa de matéria seca (g) entre os diferentes 6érgaos
de plantas de Catharanthus roseus cv. Pacifica White submetidas a
sombreamento sob telado com malha de diferentes cores, durante
180 dias.

Segundo Wei & Deng (1996) e Colon-Carmona et al. (2000), existe
participacdo de genes, cujas acdes mediadas por fotorreceptores modificam as
relagcdes entre reguladores de crescimento, alterando o balango de auxinas,
giberelinas e citocininas, em resposta as modificagdes espectrais, o que poderia
modificar a distribui¢do de fotoassimilados.

O uso de malhas coloridas mostrou diferenc¢a significativa no contetido
de nitrogénio foliar, em favor das malhas preta e azul, comparativamente as
demais (Figura 3). O tratamento com malha vermelha determinou um maior
conteudo de nitrogénio foliar quando comparado as plantas cultivadas a pleno
sol, as quais mostraram-se também com menor conteido de matéria seca retida

em folhas dentre todos os tratamentos (Figura 1A e Figura 2).
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Estes resultados concordam com o observado por Dias-Filho (1999) e
Evans & Poorter (2001), que verificaram maior conteudo de nitrogénio total em
folhas de dicotiledoneas submetidas a uma menor irradidncia. Pons & Van
Berkel (2004) verificaram que o tratamento de seis espécies de plantas com luz
vermelho-distante suplementar reduziu o contetido de nitrogénio por area foliar
em cinco destas plantas. Os resultados aqui apresentados, em unidade de massa,
podem ser atribuidos & provavel menor razdo V/VD da malha vermelha em
relagdo as demais, uma vez que as plantas deste tratamento apresentaram maior

area foliar que as demais.
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FIGURA 3: Conteudo de nitrogénio total (g) na matéria seca de folhas de
plantas de Catharanthus roseus cv. Pacifica White submetidas ao
sombreamento sob telado com malha de diferentes cores, durante
180 dias. Linhas verticais representam o erro padrdo entre as
médias (n=4). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A area foliar foi significativamente afetada pelos diferentes tipos de

sombreamento, bem como pela sua auséncia (Figura 4 A). As plantas sob malha
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vermelha exibiram maior superficie total, seguidas daquelas sob o tratamento
com malha azul. As plantas cultivadas a pleno sol tiveram uma area foliar
significativamente reduzida e uma menor RAF e RPF em relagdo aos
tratamentos de sombreamento (Figura 4 B), fato que pode ser correlacionado a

uma menor matéria seca total destas plantas nestas condigdes.
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FIGURA 4: (A) Area foliar total e (B) razdo de area foliar (RAF) (dm’.g") e
razao de peso foliar (RPF) de plantas de Catharanthus roseus cv.
Pacifica White submetidas ao sombreamento sob telado com malha
de diferentes cores, durante 180 dias. Linhas verticais representam
o erro padrdo entre as médias (n = 6). Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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A ocorréncia de uma menor RPF ¢ RAF, bem como uma maior relagdo
raiz/parte aérea nas plantas a pleno sol, comparativamente aquelas sombreadas,
podem estar relacionadas a uma plasticidade anatémica induzida por stress, o
que poderia resultar na inadaptabilidade destas plantas a este regime luminoso.

Muitas respostas morfogénicas se devem a percepcdo da razdo
Fvd/Ftotal, que ¢ reduzida na presenga de radiacdo na regido do vermelho
distante (Kasperbauer & Peaslee, 1973; Smith & Whitelam, 1997). Desse modo,
a razdo V/VD e a taxa de fluéncia percebida pelas plantas constituem um sinal
ecofisiologico que sinaliza acerca da proximidade entre elas e induz, em cada
uma, alteragdes na morfologia ¢ na alocacdo de assimilados (Ballaré et al.,
1992).

Os teores de clorofila total ndo foram significativamente diferentes nas
plantas sob malha azul e preta (Figura 5A), o que pode ser associado a um
proporcional e maior contetido de carotendides nestes tratamentos (Figura 5 B),
em relacdo ao que utilizou malha vermelha ou a pleno sol, no qual se observou
menor teor de clorofila total. Estes resultados podem ser devidos a uma provavel
menor relagdo V/VD existente no ambiente proporcionado pela malha vermelha,
0 que estd de acordo com os resultados encontrados por Rajapakse & Kelly
(1992) e McMahon & Kelly (1995), que também observaram maior conteudo de
pigmentos fotossintéticos em plantas de crisantemo crescidas sob filtro de
sulfato de cobre, o qual aumenta a relagcdo V/VD. Kasperbauer & Peaslee (1973)
também observaram menor conteudo de clorofila por unidade de area foliar em
tabaco que recebeu menor relagdo V/VD.

Apesar de um menor teor de clorofila total encontrado nas plantas a
pleno sol, este apresentou maior relacdo clorofila a/b que os demais tratamentos.
A relagdo clorofila a/b foi reduzida como fun¢do da menor irradidncia

experimentada pelos tratamentos sob malhas. Este fenomeno ¢ consistente com
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outros trabalhos, sendo atribuido ao aumento do contetdo de clorofila b pelo

complexo de

Clorofilas (pg.g'1 MF)

Carotendides totais (ug.g'lMF)

FIGURA 5:

clorofilas do fotossistema II (Anderson et al., 1995).
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(A) Conteudo de clorofilas e (B) carotendides de plantas de
Catharanthus roseus cv. Pacifica White submetidas ao
sombreamento sob telado com malha de diferentes cores, durante
180 dias. Linhas verticais representam o erro padrio entre as
médias (n=6). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por McMahon &
Kelly (1995), que cultivaram plantas de crisantemo sob filtro liquido de sulfato
de cobre (que reduz a transmissdo da luz vermelho-distante) e observaram
maiores teores de clorofila a, clorofila b, carotenodides totais e plantas com
menor porte e area foliar, em comparagdo ao controle ou sob filtro de tinta azul,
que receberam uma relacdo V/VD menor.

Comparando-se estes resultados, observa-se que eles indicam uma
predomindncia do efeito da intensidade luminosa sobre a razio V/VD ou,
mesmo, da maior relagdo azul/vermelho proporcionada pela malha azul sobre a
clorofila a/b, o que esta de acordo o que foi verificado por Pons & Van Berkel
(2004)em folhas de seis diferentes espécies de plantas. Estes efeitos indicam que
o aparato fotossintético foi capaz de se ajustar a alteracao espectral da radiagao,
mas nao as diferentes irradiancias impostas as plantas.

Os baixos valores observados para clorofila total, carotendides,
nitrogénio total e area foliar nas plantas cultivadas a pleno sol correlacionam-se,
podendo indicar ocorréncia de fotoinibi¢ao crdnica nas plantas sob este regime
de radiacdo, devido a um fluxo fotdnico acima do nivel de saturagdo para a
cultivar Pacifica White. Segundo Edreva (2005), a fotoinibicdo pode ser
provocada por irradidncia excessiva e conseqiiente superproducdo de elétrons, o
que leva a formacdo de espécies altamente reativas de oxigénio no PSII. Neste
trabalho, parece ter havido uma falha no mecanismo fotoprotetor dos
carotendides, devido ao seu baixo contetdo observado nas plantas a pleno sol.

A maior area foliar, em detrimento de um menor contetido de clorofilas
e carotendides observados para o tratamento vermelho em relacdo aos demais,
pode ter resultado em uma maior capacidade de producdo de fotoassimilados,
fato que pode explicar a maior massa seca de parte aérea. Desse modo, o
comportamento destas plantas parece ndo constituir apenas uma resposta

mediada por fitocromos (evitagdo a sombra), mas uma complexa interagdo entre
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percepcdo e sinalizagdo entre diversos fotorreceptores, nesta condi¢do de

irradiancia.

CONCLUSOES

Plantas de Catharanthus roseus cv. Pacifica White se adaptam melhor a
ambientes sombreados, independentemente da variacdo espectral, uma vez que
plantas cultivadas a pleno sol mostram menor matéria seca total, com baixo teor
de pigmentos foliares e sinais aparentes de fotoinibigao.

O maior tamanho da parte aérea de plantas crescidas sob malha
vermelha parece, a principio, ser indicativo de uma maior capacidade de
produgdo de alcaloides de interesse farmacoldgico por planta, uma vez que estes
compostos sdo sintetizados e armazenados, preferencialmente, em folhas. Tal
resultado torna necessarios estudos futuros sobre o aspecto fitoquimico de

plantas cultivadas nestas condicdes.
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ARTIGO 3:

FATORES DE AMBIENTE E DES@NVOLVIMENTO AFETANDO O
PERFIL DE ALCALOIDES DE PLANTULAS DE Catharanthus roseus
(L.) G. DON!

ANDERSON ADRIANO MARTINS MELO?
AMAURI ALVES DE ALVARENGA?®
MARIO CESAR GUERREIRO*

MARAISA GONCALVES®

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar as influéncias da luz fornecida
por lampadas fluorescentes coloridas e da idade da planta sobre o perfil de
alcaloides de duas diferentes cultivares de Catharanthus roseus. As plantulas
foram crescidas, por 3 semanas, sob lampadas branca (77 pmol.m™.s™),
vermelha (12 pmolm?s™) ou azul (3 pmolm™s™), sendo avaliado o
comprimento de seus cauliculos e comparados os seus espectros de massa. Os
tratamentos de luz afetaram grandemente o aspecto morfologico das plantulas.
Plantulas desenvolvidas sob lampada vermelha mostraram maior comprimento
de cauliculos em comparagdo aos outros tratamentos de luz, aspecto prostrado e
cotilédones reduzidos. As plantulas sob lampada azul apresentaram altura de
parte aérea intermediaria e aquelas sob lampada branca as mais baixas, porém,
com maior expansao de cotilédones. O espectro de massas do extrato de plantas
com 180 dias mostrou um pico da vimblastina [M+H" - H,0] (m/z 793), assim
como seus precursores monoméricos vindolina [M+H'] (m/z 457) e catharantina
[M+H"] (m/z 337) Nas plantulas, sob as condi¢des experimentais avaliadas, a
vimblastina ou qualquer outro ion com m/z maior que 550 nédo foram detectados.
Com excecdo das plantulas sob luz vermelha, nas quais se detectou um
composto com dupla protonacdo de m/z (397) em intensidade relativa de 49%,
os demais tratamentos de luz ndo afetaram o perfil de alcaldides desta planta,

" Parte da dissertagio do primeiro autor
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porém, na cultivar Victory Pure White, as intensidades relativas do alcaloide
inddlico vindolina foram muito menores do que os apresentados pela cultivar
Pacifica White. Estes resultados preliminares sugerem que plantulas neste
estadio de desenvolvimento produzem alcaldéides diméricos em baixas
intensidades relativas.

Termos para indexacdo: vindolina, catharantina, vimblastina, vinca,
espectrometria de massas.
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ENVIRONMENTAL AND DEVELOPMENTAL FACTORS AFFECTING
ALKALOID PROFILE OF Catharanthus roseus (L.) G. DON SEEDLINGS

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the influence of light
provided by colored fluorescent lamps, and the plant age on alkaloid profile of
two different Catharanthus roseus cultivars. Seedlings were growth for 3 weeks
under white (77 pmol.m™:s™), red (12 pmol.m™>s™) or blue (3 pmol.m?s™)
lamps, being evaluated its stem lengths and compared its mass spectra. Light
treatments affected greatly the morphological feature of the seedlings. Seedlings
developed under red lamp showed higher stem length in comparison to other
light treatments, prostrated aspect and reduced cotyledons. Seedlings under blue
lamp presented intermediate height of aerial part, and that under white lamp, the
more short, but with higher cotyledons expansion. The mass spectra of 180 days
plant extract showed a peak of vinblastine [M+H" - H,0] (m/z 793) as well as
your monomeric precursors vindoline [M+H'] (m/z 457) and catharanthine
[M+H'] (m/z 337). In the seedlings, under evaluated experimental conditions,
vinblastine or any other ion with m/z higher than 550 were detected. Except the
plants under the red lamp, where was detected a double protonated compound of
m/z 397 in relative intensity of 50%, the other light treatments don’t affected the
alkaloid profile of this plant, however, in the cultivar Victory Pure White, the
relative intensities of indole alkaloid vindoline were very lower than that
presented by the cultivar Pacifica White. These preliminary results suggest that
seedlings in such developmental stage produce dimeric alkaloids in low relative
intensities.

Index terms: vindoline, catharanthine, vinblastine, periwinkle, mass
spectrometry.
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INTRODUCAO

A vinca (Catharanthus roseus - Apocynaceae) ¢ uma planta de porte
subarbustivo, de facil cultivo, sendo utilizada como ornamental e para a
producdo de metabolitos secundarios, os alcaldides. Estes compostos, em geral,
podem ser definidos como bases estruturalmente complexas, que contém
nitrogénio e sdo formados em plantas e fungos. Adicionalmente, os alcaldides da
vinca compreendem uma variedade de importantes drogas naturais, com
freqiiente aplicacdo experimental e terapéutica (De Carolis & De Luca, 1993).

A biossintese de alcaldides inddlicos em Catharanthus roseus tem
origem na rota do chiquimato, da qual deriva a triptamina (Figura 1). A
triptamina ¢ condensada com o secoiriddide secologanina (derivado da rota dos
terpendides), por meio da enzima estrictosidina sintase (STR1), para produzir o
intermediario central estrictosidina, que da origem a diversos alcaldides
indo6licos monoterpénicos por meio de rearranjos intramoleculares da sua metade
terpenodide (Vazquez-Flota et al., 1997; St-Pierre et al., 1999). Entre estes, a
vindolina ¢ o alcal6ide monomérico com maior riqueza de estudos acerca de sua
rota biossintética (Croteau et al., 2000; Facchini, 2001).

A vindolina (MM=456,538 g.mol"), juntamente com o mondmero
catharantina (MM = 336,433 g.mol™), é o precursor imediato do alcaldide bis-
indolico vimblastina (MM = 810,986 g.mol"), o qual ¢ produzido a partir de
multiplas reagdes de acoplamento enzimatico (por uma enzima peroxidasica
especifica) e também ndo enzimatico, em condi¢des biomiméticas (acoplamento

in vitro), entre estes mondémeros (Sottomayor et al., 1998).
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FIGURA 1: Rota sumarizada da biossintese de vimblastina em Catharanthus

roseus, a partir dos metabolitos primarios (STR1 — estrictosidina
sintase, D4H -  desacetoxivindolina-4-hidroxilase, DAT -
desacetilvindolina-4-0-acetiltransferase). Setas descontinuas
representam reagdes multipassos.

A vimblastina é empregada no tratamento de tumores sélidos e contra a

doenga de Hodgkin, enquanto que vincristina (seu derivado oxidado) ¢ utilizada

para tratar certos tipos de leucemia (Johnson et al., 1960). Ambas possuem
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importante atividade citotoxica por alterarem a dindmica de microtubulos na
metafase mitodtica, impedindo a divisdo celular (Jordan, 2002).

Devido ao baixo conteudo de vimblastina e vincristina naturalmente
produzido na planta (sdo necessarios cerca de 500 kg de matéria seca para isolar
lg de vimblastina) e ao grande numero de alcaldides presentes, o isolamento
destes compostos ¢ laborioso e caro (Hirata et al., 1993; Van der Heijden et al.,
2004). Assim, muitos esforcos tém sido direcionados para produzi-los por
processos biotecnologicos. Alguns trabalhos tém sido bem sucedidos na
producdo de linhas de células que acumulam altas quantidades dos alcaloides
indoélicos monoterpénicos catharantina e tabersonina (Misawa et al., 1988;
Hirata et al., 1987). Apesar disso, a técnica de cultura de células ainda nfo
produz linhas que acumulem monoémeros de vindolina (Aerts & De Luca, 1992),
devido a distribuicdo tecido-especifica de enzimas envolvidas nos ultimos
estagios da biossintese deste mondmero e a distribuicdo contrastante da maior
parte do restante da rota (De Luca et al., 1986; Facchini, 2001).

A sintese quimica destes compostos naturais altamente complexos néo é
simples ou economicamente viavel, tornando as plantas a tUnica fonte de
moléculas bioativas comerciais (Van der Heijden et al., 2004; Pasquali et al.,
2006).

A biossintese e o acumulo de alcaléides em Catharanthus roseus sao
processos estritamente regulados por fatores como a idade de planta (De Luca et
al., 1986; De Luca et al., 1988) e outros relacionados ao ambiente (Aerts & De
Luca, 1992).

De acordo com Robinson (1974), os alcaldides encontram-se em estado
dindmico nas plantas, variando suas concentragdes na planta de acordo com o
estadio de desenvolvimento. Em Catharanthus roseus, a quantidade de
alcaldides presentes no tecido cresce, a partir da germinagdo, durante 3 semanas,

reduzindo drasticamente a sua concentragdo ¢ aumentando novamente apos 60
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dias. Desde a germinagao, intermedidrios da biossintese de vindolina de elevada
complexidade sdo acumulados conforme se processa o desenvolvimento da
planta (De Luca et al., 1986).

O efeito da luz sobre a atividade de enzimas chave na biossintese de
vindolina tem sido bastante estudado em Catharanthus roseus. O fitocromo esta
claramente envolvido na ativacao da biossintese de vindolina pela luz (De Luca
et al., 1988; Aerts & De Luca, 1992).

Vazquez-Flota & De Luca (1998), ao exporem plantulas estioladas de 7
dias a luz branca, observaram que a atividade da enzima D4H
(desacetoxivindolina-4-hidroxilase - penultima enzima-chave acometida a
sintese de vindolina) aumentou aproximadamente 10 vezes e verificaram, logo
apods, uma queda nesta atividade quando plantulas foram retornadas ao escuro.
De acordo com Aerts & De Luca (1992) e Vazquez-Flota & De Luca (1998), a
inducdo da expressio das enzimas D4H e DAT (desacetilvindolina o-
acetiltransferase — tultima enzima da biossintese de vindolina) pela luz ¢
aparentemente mediada pelo fitocromo, uma vez que um pulso de luz vermelha
(660 nm) ¢ suficiente para ativar ambas as enzimas em cotilédones de plantulas
de C. roseus e subseqiiente exposicao a luz vermelho-distante (710 nm) ¢é capaz
de reverter estes efeitos.

Hirata et al. (1993) avaliaram o efeito de diferentes comprimentos de
onda sobre o acoplamento ndo-enzimatico de vindolina e catharantina e
observaram que houve somente a formacao de uma quantidade significativa de
anidrovimblastina (produto instavel e imediato do acoplamento) quando os
segmentos foliares foram irradiados com luz préxima ao ultravioleta (com pico
de 370 nm). Além disso, a producdo de dimeros (vimblastina ¢ leurosina) foi
notavelmente estimulada, sendo os niveis de seus precursores grandemente

reduzidos.
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Este trabalho objetivou obter nogdes preliminares acerca do perfil de
alcaldides inddlicos em plantas Catharanthus roseus das cultivares Pacifica
White e Victory Pure White, influenciado pelo ambiente de crescimento
(alterado pela luz fornecida por lampadas fluorescentes de cores branca, azul e

vermelha) e pela idade da planta.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas sementes das cultivares Pacifica White e Victory Pure
White, as quais foram tratadas previamente com 1,0 g.L" de 4cido giberélico
(GA;), no escuro, durante 24 horas, desinfestadas com 0,1 g.L'1 de cercobin® por
15 minutos, secas em papel mata-borrdo e colocadas para germinar em caixas
tipo Gerbox™ durante 3 dias. Logo apds a germinagio (considerada quando
houve a protrusdo de 2 mm de radicula), as sementes foram semeadas em
bandejas contendo o substrato Plantmax® autoclavado na profundidade de 1 cm.
As bandejas foram dispostas sob caixas de madeira cobertas com plastico preto
de 32cm de altura x 34cm de largura x 72cm de comprimento. No interior destas
caixas, foram instaladas ldmpadas comerciais de cor vermelha e azul, de 20W, a
uma altura de 15 cm do substrato.

O tratamento de luz branca foi feito em sala de crescimento. A
irradidncia das fontes foi medida com uso de um quantdmetro acoplado ao
porémetro Li-1600 (LI-COR) na altura das plantulas, sendo de 77 pmol.m?.s™"
para a luz branca, 12 pmol.m™.s" para a luz vermelha e 3 pmol.m™.s™ para o
tratamento que continha luz azul. Apés 21 dias nestas condi¢des, as plantulas
tiveram medido o comprimento de seus cauliculos, excisadas suas radiculas e
foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para anélises de

espectrometria de massas. Os valores de comprimento de 50 cauliculos por
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tratamento foram submetidos a analise de varidncia e as médias, quando
significativas, ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A extragdo das amostras seguiu a metodologia descrita por Chu et al.
(1997), com algumas modificagdes: aproximadamente 0,6g de folhas frescas
obtidas de plantas cultivadas por 180 dias sob malha preta com 50% de
sombreamento ou 0,6g de plantulas nas supracitadas condi¢cdes foram pesadas
dentro de erlenmeyers. Para a extracdo, adicionaram-se 4 mL de isopropanol,
levando-se as amostras para agitagdo por 15 minutos. Os extratos foram filtrados
em filtros de 45 pm para dentro de tubos tipo “falcon”, sendo, em seguida, secos
em fluxo de nitrogénio gasoso e imediatamente reconstituidos em 1 mL de acido
acético 0,01M. As solugdes acidas foram particionadas 6 vezes com 1 mL de
ciclohexano, sendo a epifase descartada. A solugdo acida foi novamente seca em
fluxo de nitrogénio e reconstituida em 1 mL de acido acético 0,01 M.

Os extratos foram analisados por espectrometro de massas LC/MS Trap
(Agilent-1100). As amostras foram inseridas no aparelho por infusdo com um
fluxo de 1,2 pL/min, com controle de carga no quadrupolo (ICC) ajustado para
30.000. A temperatura do gas de secagem (N;) foi de 200°C e fluxo de 6,0
L.min"', com potencial de extracio de fons de - 4500 V (modo positivo) e 100%

de estabilidade dos compostos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado efeito significativo entre os fatores cultivar e tratamento
de luz, bem como da interagdo destes sobre o comprimento dos cauliculos de
plantulas de Catharanthus roseus. O emprego das lampadas comerciais
coloridas determinou alteragdes marcantes no desenvolvimento dos cauliculos
durante os 21 dias de exposicdo aos tratamentos (Figura 2). As plantulas sob

lampada vermelha apresentaram maior comprimento de cauliculos em relagdo
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aos demais, independente da cultivar testada. A cultivar Victory mostrou maior

tamanho de cauliculos em todos os regimes de radia¢do a que foi submetida.

As plantulas sob luz branca mostraram menor comprimento de

cauliculos (Figura 2) e, visualmente, uma maior expansdo de cotilédones (Figura

3).

Comprimento de cauliculos (cm}

A
8 - B
7 a a
61 c b b
5 -

) a
4 -

1 b
3 -
2 -
1 -
0

BRANCA VERMELHA AZUL

O VICTORY mPACIFICA

FIGURA 2: Comprimento médio de cauliculos de plantulas de Catharanthus

roseus das cultivares Pacifica White e Victory Pure White
submetidas a regimes luminosos sob l1ampadas de diferentes cores,
durante 21 dias. Linhas verticais representam o erro padrdo entre
as médias (n=50). Letras iguais (minusculas entre cultivares,
maiusculas  entre  regimes  luminosos) ndo  diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 3: Aspecto morfologico de plantulas de Catharanthus roseus das
cultivares (A) Pacifica White e (B) Victory Pure White, com 21
dias, crescidas em ambiente com lampadas fluorescentes de cor
branca.

As plantulas sob luz azul mostraram crescimento direcionado a fonte
luminosa (fototropismo positivo), sobretudo nos primeiros 7 dias, o que
evidencia a existéncia de comprimentos de onda na regido do azul (Figura 4).

Apesar disso, um maior comprimento de cauliculos neste tratamento foi
observado comparativamente as plantas sob luz branca, o que pode indicar a
participacdo de outros comprimentos de onda que ndo o azul, a despeito da baixa
irradidncia a que essas plantas foram submetidas.

Plantulas sob ldmpada vermelha apresentaram aspectos morfologicos
evidentes de uma sindrome de evitagdo a sombra, com habito de crescimento
prostrado, caules compridos e cotilédones hiponasticos e visualmente reduzidos

e em relacdo aos demais tratamentos (Figura 5).
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FIGURA 4: Aspecto morfologico de plantulas de Catharanthus roseus das
cultivares (A) Pacifica White e (B) Victory Pure White, com 21
dias, crescidas em ambiente com lampadas fluorescentes de cor
azul.

FIGURA 5: Aspecto morfologico de plantulas de Catharanthus roseus das
cultivares (A) Pacifica White e (B) Victory Pure White, com 21
dias, crescidas em ambiente com ldmpadas fluorescentes de cor
vermelha.

Este comportamento das plantulas sob a lampada vermelha pode ser
explicado pela existéncia de um ambiente mais rico em comprimentos de onda

na regido do vermelho-distante, provavelmente proporcionado pela lampada
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vermelha, o que reduz a relacdo V/VD recebida pelas plantas. Segundo Franklin
& Whitelam (2005), em resposta aos sinais de baixa relacdo V/VD, muitas
plantas mostram um rapido e pronunciado aumento na taxa de elongacao,
freqlientemente as expensas do desenvolvimento de folhas e orgdos de
armazenamento.

A avaliacdo dos extratos por espectrometria de massas revelou
diferencas entre os tratamentos utilizados com relagdo ao perfil de alcaldides em
cada condicdo de radiagdo imposta e também no perfil de alcaldides de plantas
comparativamente as plantulas.

O espectro de folhas de plantas mostrou a existéncia de uma molécula
protonada com uma relagdo massa/carga (m/z) de 793 em uma intensidade

relativa de 29% (Figura 6).
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FIGURA 6: Espectro de massas (Electrospray) do extrato de folhas de plantas de
Catharanthus roseus cultivadas a 50% de sombreamento, por 180
dias. O ion de m/z 397 ¢ uma molécula duplamente carregada.

Segundo Chu et al. (1997) e Dennison et al. (2006), este ion

corresponde, provavelmente, a um fragmento do ion molecular parental de
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vimblastina (m/z 811), devido a perda de uma molécula de H,O. Dennison et al.
(2006) atribuem essa perda de agua na fonte de ions do espectrometro a
formagdo de um composto intermediario altamente reativo (aminol), que poderia
perder agua rapidamente e fornecer o produto i6nico de m/z 793.

Neste espectro, o composto dominante de m/z 457 corresponde ao
mondmero vindolina, enquanto o segundo composto, com intensidade de 77%
em relacdo ao primeiro, refere-se a catharantina (m/z 337), segundo Rischer et
al. (2006), o que concorda com o observado por Hirata et al. (1987), que
verificaram a producao de tais alcaldides em cultura de caules.

As plantulas submetidas ao tratamento com lampada branca fluorescente
mostraram um espectro semelhante para ambas as cultivares avaliadas (Figura
7). No entanto, a cultivar Pacifica White mostrou um pico dominante de
vindolina (m/z 457), composto também presente na outra cultivar, porém, numa
intensidade relativa de apenas 11% em relagdo ao seu composto dominante, de
m/z 427. Em ambas as cultivares, também foi detectado o produto id6nico
catharantina, mas ndo foi detectada a presenga de dimeros.

Em todos os espectros, tanto de plantulas quanto de plantas, foi
detectado um composto de m/z 397, com dupla protonagdo, que, possivelmente,
corresponde ao produto dimérico vindolina [M+H" - H,0] (m/z 793), contudo,
em intensidades relativas muito baixas, ndo sobressaindo ao ruido.

A lampada vermelha influenciou o padrao de alcaldides nas plantulas, a
despeito de sua morfologia extremamente distinta das demais. Em ambas foram
detectados precursores, porém, em intensidades diferentes para cada cultivar
(Figura 8). No entanto, no espectro da cultivar Pacifica White, observou-se a
presenca do composto dimérico (m/z 397) em uma intensidade de 49% em
relag¢do ao produto dominante.

O espectro de massas plantulas de Catharanthus roseus submetidas ao

tratamento sob lampada azul (Figura 9) evidenciou um composto de m/z 471
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como produto idnico dominante para as plantulas de ambas as cultivares, o que,
segundo Dennison et al. (2006), representa um segmento protonado de N-formil-

vindolina.
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FIGURA 7: Espectro de massas (Electrospray) do extrato de plantulas de
Catharanthus roseus das cultivares (A) Pacifica White e (B)
Victory Pure White crescidas em ambiente com lampadas
fluorescentes de cor branca, por 21 dias.

79



Nas duas cultivares, os precursores (vindolina e catharantina) estavam
presentes, porém, o composto m/z 457 encontrava-se em intensidade muito
baixa na cultivar Victory Pure White. Nestes espectros também foi detectado um
ion de m/z 427, que corresponde ao produto i6nico do composto de massa
molecular 426,511 (cathovalina ou vindolidina), segundo Van der Heijden et al.

(2004).
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FIGURA 8: Espectro de massas (Electrospray) do extrato de plantulas de
Catharanthus roseus das cultivares (A) Pacifica White e (B)
Victory Pure White crescidas em ambiente com lampadas
fluorescentes de cor vermelha, por 21 dias.
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A presenca dos mondmeros precursores ¢ do fator ambiental (luz) ndo
parece ser suficiente para induzir a formacdo dos dimeros em plantulas de vinca
com 21 dias. Se esta reagdo ocorre, provavelmente, se da em propor¢des

bastante pequenas, visto que o aparelho nao foi capaz de detecta-la.
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FIGURA 9: Espectro de massas (Electrospray) do extrato de plantulas de
Catharanthus roseus das cultivares (A) Pacifica White e (B)
Victory Pure White crescidas em ambiente com lampadas
fluorescentes de cor azul, por 21 dias.
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Este resultado sugere que deve haver um controle mais estrito do fator
desenvolvimento da planta sobre este tipo de reacdo, em comparacdo ao
ambiente de cultivo.

Hirata et al. (1993) observaram que plantulas pré-cultivadas por 6
semanas, sob um conjunto de ldmpadas fluorescentes vermelha (660 nm) e azul
(480) nm), responderam a uma subseqiiente exposi¢do a luz de 370 nm de pico,
com expressivo acoplamento enzimatico in vitro, formando dimeros. Estes
autores sugerem que a radiagdo proxima ao ultravioleta ¢ necessaria para a
oxidacdo da catharantina e subseqiiente formagao de 3’,4’-anidrovimblastina. Os
resultados aqui apresentados sugerem que as lampadas azul e branca empregadas
ndo foram eficazes em promover o acoplamento de mondmeros in vivo. Porém,
apesar de baixa intensidade, foi detectada a presenga do produto dimérico nas
plantulas sob luz vermelha.

Os resultados aqui observados mostram que ha um efeito proeminente
do fator de desenvolvimento, o que esta de acordo com o observado por De Luca
et al. (1988), para esta espécie. No entanto, estes autores avaliaram atividades de
enzimas-chave apenas até a produgdo de vindolina durante os primeiros 10 dias
de desenvolvimento da plantula. Parece haver também um efeito do fator
cultivar, uma vez as plantulas do grupo ‘Victory’ mostraram a presenga de
vindolina, porém, em intensidade muito baixa comparativamente a cultivar do

grupo Pacifica.

CONCLUSOES

A andlise por espectrometria de massas dos extratos plantulas de
Catharanthus roseus ‘Pacifica White’ e “Victory Pure White’ com 21 dias ndo

mostra intensidades significativas de alcaldides diméricos (vincristina e

82



vimblastina), a despeito da presenca dos precursores vindolina e catharantina,
em nenhum dos tratamentos de luz empregados, com excecao do tratamento sob
luz vermelha, em que foi possivel detectar a presenca de dimero em intensidade
relativa de 50%. No entanto, extratos de plantas desta espécie, da cultivar
Pacifica White, com 180 dias, exibem tanto precursores quanto os compostos
diméricos em altas intensidades.

O perfil de alcaloides em plantulas de Catharanthus roseus parece ser
alterado pela cultivar, pois, somente na cultivar Pacifica White, a vindolina foi

detectada nas condigdes estudadas.
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