Avaliacdio da propriedade reguladora de crescimento
vegetal de compostos indélicos derivados do safrol
em Piper hispidinervium in vitro
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Resumo - As propriedades auxinicas de novos compostos indélicos sintetizados a partir do safrol 2-AMIM e
3-AMIM foram avaliadas por meio de ensaios in vitro, nos quais explantes foliares de pimenta longa, submetidos
a diferentes tratamentos, foram analisados quanto & presenca e niimero de raizes e brotos, formacéo de calos,
intumescimento e oxidacao. Tanto os tratamentos suplementados com 3-AIA, quanto com 2-AMIM e 3-AMIM,
apresentaram-se pouco efetivos na formacéo de raizes e néo foi observada formacdo de brotos. A maioria dos
explantes sofreu oxidacao.

Termos para indexacao: auxina, pimenta longa, bicensaio.

Assessment of plant growth regulation properties of indole composites
derived from safrole in Piper hispidinervium in vitro

Abstract — The auxin properties of new indole composites synthesized from safrole 2-AMIM and 3-AMIM were
evaluated by means of assays in vitro, in which leaf explants of P. hispidinervium, submitted to different treatments,
were analyzed as to the presence and number of roots and shoots, callus formation, intumescence and oxidation.
The treatments supplemented with 3-AIA, as well as those with 2-AMIM and 3-AMIM, were less effective in the
root formation, and shoot formation was not observed. The majority of the explants underwent oxidation.
Index terms: auxin, long pepper, bioassay.

O safrol é um éter fenédlico de

férmula molecular C, H O,, utili-
zado pelas industrias quimica e far-
macéutica por ser precursor de
diversas moléculas. Entre elas, en-
contram-se o butéxido de piperonila
e a heliotropina, utilizados em gran-
de escala na fabricacdo de insetici-
das leves biode-gradaveis e
fixadores de aromas (Valle et al.,
2006). A versatilidade sintética e o
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uso corrente por diferentes segmen-
tos da indtstria colocam o safrol em
posicdo de destaque nos campos da
ciéncia e tecnologia, entre outras.
Essa molécula é capaz de formar
compostos indélicos que sdo precur-
sores na sintese de auxinas sintéti-
cas, como, por exemplo, os acidos
2-naftilacético, 2,4-diclorofeno-
xiacético, 3-indolbutirico e deriva-
dos halogenados (Terry, 1998).

Por sua vez, as auxinas sao subs-
tAncias quimicamente relacionadas
com o acido 3-indolacético (3-AlA),
sintetizadas pelas plantas. Esse gru-
po de horménios vegetais desempe-
nha papel importante em varios
eventos fisiolégicos das plantas,
como divisao e alongamento celu-
lar, dominancia apical, desenvolvi-
mento lateral de raizes e na forma-
cdo do embrido (Friml, 2003).
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Ao escolher o 3,4-metilenodioxi-
benzaldeido (piperonal) como pre-
cursor de novas estruturas analo-
gas ao 3-AlA, tem-se a possibilida-
de de obteng¢do de um produto co-
mercial de custo relativamente bai-
X0, que pode ser facilmente prepa-
rado a partir da molécula de safrol
(Rosa, 2002). Segundo os mesmos
autores, pesquisas com o 4cido
5,6-metilenodioxindol-3-il-acético
(3-AMIA) forneceram resultados pro-
missores quanto ao seu emprego
como regulador de crescimento ve-
getal. Esses autores observaram
que o uso do acido 5,6-metileno-
dioxindol-2-il-metanoico (2-AMIM),
dcido 5,6-metilenodioxindol-3-il-
metanoico (3-AMIM) em bioensaios
realizados com sementes de Lactuca
sativa, Cucumis sativus e Raphanus
sativus, promoveu o crescimento
radicular de plantulas, semelhante
ao seu andlogo natural 3-ATA.

O objetivo do trabalho foi ava-
liar a atividade reguladora de cres-
cimento vegetal in vitro dos com-
postos indélicos acido 5,6-metile-
nodioxindol-2-il-metanoico (2-
AMIM), 4cido 5,6-metilenodio-
xindol-3-il-metanoico (3-AMIM), de-
rivados do safrol, utilizando como
explantes segmentos foliares de
Piper hispidinervium.

As sementes de Piper hispidi-
nervium foram hidratadas por 24
horas, sendo posteriormente sub-
metidas a assepsia em dlcool (70%)
e cloro ativo 3%. As sementes fo-

ram, entdo, colocadas em placas de
Petry contendo meio de cultura com
sais de MS (Murashige & Skoog,
1962). Na sequéncia, as plantulas
foram transferidas para frascos de
cultura contendo a mesma solugdo
nutritiva, onde ficaram por 30 e 100
dias da germinacéo, as quais foram
fonte de explantes, sendo assim de-
nominadas de plantulas de primei-
ro estagio (E1 = 30 dias da germi-
nacéo) e de segundo estagio (E2 =
100 dias da germinacéo).

As plantulas nestes dois esta-
gios de desenvolvimento fornece-
ram explantes foliares, os quais fo-
ram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10ml de meio de cultura
(sais de MS, 30g/Li de sacarose,
7g/Li de agar, pH 5,8 e esterilizacéo
em autoclave), com combinacdes de
cinetina (KIN) associadas a concen-
tracdes de 3-AIA, 2-AMIM, 3-AMIM,
totalizando 11 tratamentos, com
dez repeticdes para cada estéagio
(Tabela 1).

Os resultados mostraram que os
tratamentos utilizados nao foram
efetivos na formacéo de raizes e bro-
tos, conforme verificado na Tabela
2, mas, por outro lado, levaram a
inducdo da calogénese, ao intumes-
cimento e a oxidagao dos explantes,
verificados aos 30 dias de cultivo.

Assim, apenas 10% (Tabela 2) dos
explantes provenientes de E1 e E2
submetidos ao tratamento 3 (2,0mg/L
3-AMIM + 0,2mg/L KIN) e tratamen-
to 7 (T'7) (2,0mg/L 3-AIA + 0,02mg/

L KIN), respectivamente, foram
capazes de desenvolver raizes e em
nenhum deles se verificou a forma-
cdo de brotos, independentemente
do tratamento utilizado.

Uma das principais respostas
esperadas com o uso da auxina
3-AlA (tratamento testemunha) se-
ria a formacdo de raizes. Quando
esse hormbnio é utilizado in vitro,
é importante na modulacao dos pro-
cessos morfogénicos, levando a for-
macéo de raizes quando combinado
com baixas concentracoes de
citocininas (Del Pozo et al., 2005).
Porém, no presente estudo, os
explantes foliares de Piper hipidi-
nervium submetidos ao 3-AlA, bem
como aos seus analogos 2-AMIM e
3-AMIM, apresentaram-se pouco
efetivos para este tipo de resposta.

Esperava-se, ainda na presente
pesquisa, que o balango hormonal
com maior concentracdo de auxinas
em relacdo a citocinina, como aque-
les dos tratamentos T3, T6 e T9,
fogse capaz de formar raizes nos
explantes; porém, como resposta,
observou-se calogénese, intumes-
cimento do explante, e explantes
oxidados. Também nao foi
verificada a formacdo de parte aé-
rea (brotacgdes) naqueles tratamen-
tos suplementados unicamente com
citocinina (T2), ou combinada com
auxina em balanc¢os favoraveis as
citocininas (T5, T8 e T11).

Observou-se, assim, no presen-
te estudo, que as concentracoes das

Tabela 1. Tratamentos experimentais representados pelos meios de cultura com as diferentes concentragoes e

combinagées dos reguladores de erescimentos KIN, 3-AIA, 2-AMIM, 3-AMIM

seimen Acido Acido Acido
Tratamento (KIN) 3-indolacético 5,6-metilinodioxindol- 5,6-metilenodioxindol-
(3-AIA) 2-il-metanoico 3-il-metanoico
(2-AMIM) (3-AMIM)
.............................................................. IR b cun AR SRR L L A MBI bLBI 2 0

1 L 3 : S

2 0,2 - - -

3 0,2 - - 2,0

4 0,02 : L 2,0

5 1,0 - - 0,02

6 0,2 2,0 - -

7 0,02 2,0 g =

8 1,0 0,02 - .

9 0,2 4 2,0 !

10 0,02 - 2,0 -

11 1,0 : 0,02 L
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Tabela 2. Percentual de explantes e suas respectivas respostas aos tratamentos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) que
se refere ao balango das substancias KIN, 3-AIA, 2-AMIM, 3-AMIM

Tratamento Brotos Raizes Calos Intumescimento Oxidacao
....................................................... R N e e o LA b
1 - - 10 (E1) = 60 (E1)
-(E2) 60 (E2)
2 2 - -(E1) z 60 (E1)
20 (E2) 50 (E2)
3 - 10 (E1) 30 (E1) -(E1) 40 (E1)
10 (E2) 10 (E2) 50 (E2)
4 - - 80 (E1) -(E1) - - (E1)
30 (E2) 20 (E2) 20 (E2)
5 - - 20 (E1) -(E1) 30 (E1)
10 (E2) 20 (E2) 60 (E2)
6 - - 50 (E1) 20 (E1) 20 (E2)
10 (E2) 40 (E2) 40 (E2)
1 - 10 (E2) - - 100 (E1)
90 (E2)
8 - - 20 (E1) 10 (E1) 50 (E1)
-(E2) 10 (E2) 90 (E2)
9 - - - 10 (E2) 60 (E1)
20 (E1) 80 (E2)
10 - - 10 (E1) 40 (E1) 40 (E1)
-(E2) 30 (E2) 100 (E2)
1 - - 10 (E1) 70 (E1) 10 (E1)
10 (E2) 20 (E2) 60 (E2)

Nota: E1 e E2 - Explantes provenientes de plantulas com 30 e 100 dias de cultivo.

auxinas 3-AJA e 3-AMIM combina-
das com menores teores
equimolares de citocinina levaram
a4 maior formagido de calos nos
explantes, cujo maior percentual
(80%) é proveniente do estagio E1,
submetido ao T4 (2,0mg/L 3-AMIN
+ 0,02mg/L KIN), conforme mostra-
do na Figura 1 e na Tabela 2. Esses
calos surgiram, principalmente, nas
bordas e face abaxial dos segmen-
tos foliares. Nos explantes oriundos
de E2 foi observado que 30% deles
apresentavam calos, também quan-
do submetidos ao T4. De modo ge-
ral, a inducéo de calos pode repre-
sentar um resultado satisfatério na
cultura de tecidos, havendo a possi-
bilidade de essas células nao dife-
renciadas formarem érgéos, através
da organogénese indireta, como,
por exemplo, a formacgdo de brotos
adventicios.

Os explantes oriundos de E1 sub-
metidos ao T11 e T10 apresenta-
ram-se intumescidos (Figura 1 e
Tabela 2), sendo os percentuais
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equivalentes a 70% e 40%, respec-
tivamente. Todos os tratamentos
que apresentavam na sua composi-
cao 3-AMIM (T3, T4 e T5), bem como
o tratamento controle (T1) e o tra-
tamento 2, suplementado apenas
com KIN, néo foram capazes de tor-
nar os explantes de E1 intumesci-
dos. Nos explantes provenientes de
E2, foi observado intumescimento
em 40% deles quando submetidos
ao T6. O intumescimento pode ser
decorrente do alongamento das cé-
lulas, tendo em vista estas estarem
preparando-se para a divisdo/mul-
tiplicagdo, o que pode indicar um
aspecto da atividade auxinica.
Foram ainda verificados altos
indices de oxidacdo do material ve-
getal, sendo que os tratamentos que
menos permitiram oxidacao nas
plantas E1 foram T4 e T6, com
percentuais de zero e 20%, respec-
tivamente. Para as plantas de se-
gundo estdgio, estes mesmos trata-
mentos apresentaram também me-
nores valores de oxidacao: 20% e

40%. Teores mais elevados de 3-AIA
e 2-AMIM, ou de KIN combinado
com o 3-AlA, levaram & maior oxi-
dagio do material vegetal (Figura 1).
O tratamento que apresentou mai-
ores indices de explantes oxidados
em E1 foi T7 (2mg/L 3-AIA +
0,02mg/L: KIN), e dos provenientes
de E2 foi o0 T10 (2mg/L 2-AMIN +
0,02mg/L KIN), dos quais todos se
apresentaram oxidados.

Os bioensaios com explantes de
P. hispidinervium mostraram que
os novos compostos inddlicos
2-AMIM e 3-AMIM nao apresenta-
ram propriedades auxinicas, tendo
como principal variavel para esta
avaliacdo a nao-formacdo de raizes.
Porém, os tratamentos com o uso
da auxina 3-AIA também néo foram
eficientes na formacao de raizes nos
explantes. Essas respostas podem
ser atribuidas néo apenas a proprie-
dade reguladora de crescimento do
composto adicionado ao meio de
cultura, mas também a fatores
endogenos do vegetal, como as
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Figura 1. Explantes foliares de Piper hispidinervium, (A) Raiz em explante oxidado,
submetido ao T3 (2mg/L 3-AMIM + 0,2MG /L KIN). (B) Explante apresentando
formagao de calo na borda abaxial do segmento foliar, proveniente de T4 (Zmg/L
3-AMIM + 0, 02mg/L KIN). (i C) Explante intumescido, proveniente de T11 (0, 02mg/L
2-AMIM + Img/L KIN). (D) Explantes E2 em processo de oxidagdo provenientes de T8
(0,02mg /L 3-AIA + 1,0mg/L KIN

propriedades dos tecidos e o esté-
gio de desenvolvimento do tecido do
explante, além da composicéo bio-
quimica das células vegetais. As res-
postas ainda podem ter sido influen-
ciadas pelo fato de ser o piperonal
uma substéncia sintetizada pelas cé-
lulas da P. hispidinervium.

Ainda se remete a oxidagdo como
um dos principais agravantes para
que os resultados obtidos na pre-
sente pesquisa tenham sido
insatisfatérios quanto a eficiéncia
do 2-AMIM e 3-AMIM como regula-
dores de crescimento com proprie-
dade auxinica.

Conclui-se que os tratamentos
testados, aqueles mostrados na Ta-
bela 1, ndo apresentaram atividade
auxinica nos bioensaios realizados
in vitro utilizando-se material ve-
getal de Piper hispidinervium.
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