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Methods are presented for detection, isolation and characterization of brassinosteroids from plant
sources. The screening of brassinesteroids in fungi suggests, on the basis of results of the rice lamina
inclination bioassay, the occurrence of these growth substances in the species Phellinus pini.

INTRODUCAO

Em 1979, um novo produto natural de actividade biol6gica
marcante no crescimento de plantas, foi isolado do pélen da
Colza (Brassica napus): o brassinélido (BL)!. Tratou-se do
primeiro esteréide natural com o anel B constituido por uma
lactona, e dois grupos diol vicinais no anel A (2ae 3a) € na
cadeia lateral (22R e 23R). Até i data foram isolados mais de
30 compostos de estrutura correlacionada com o Brassinélido,
denominados brassinosteréides (BRs) (Fig.l)z. A respectiva
seqii€ncia biossintética a partir dos fitosteréis parece ser a se-
guinte: hidroxilagdo da cadeia lateral — introdugio do glicol
vicinal no anel A — formagao da cetona em C-6 do anel B —
alquilagdio em C-24 — formagdo da lactona no anel B por
oxidagdo tipo Baeyer- Villiger.

A descoberta do Brassinélido veio culminar mais de 10
anos de pesquisa de substincias promotoras de crescimento
em extractos de pélen de origem diversa, no dmbito de projec-
tos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA). O conjunto de resultados obtidos em diferentes sis-
temas de testes de actividade biolgica apontam para uma
fungdo reguladora dos brassinosteréides no crescimento e di-
visdo celulares, distincta da de outras substancias de cresci-
mento conhecidas. Se bem que o mecanismo de acgdo dos BRs
esteja ainda por elucidar, estes sao j4 considerados um 62 gru-
po de fito-hormonas, a acrescentar as auxinas, giberelinas, ci-
tocininas, etileno e 4c. abcisico.

Ap6s o isolamento do brassin6lido e subsequente sintese
dos BRs e andlogos, ensaios realizados em diversos tipos de
culturas deram indicagdes prometedoras da utilizagdo destes
compostos na agricultura. No Japdo, universidades estatais
(T6quio, Nagoia) e sector privado (Fuji e Nissan Chemicals
Industries Co.) téem vindo a desenvolver projectos comuns de
‘sintese de BRs destinados a ensaios de campo3.

DETECCAO E CARACTERIZACAO DOS BRs

Os brassinosterdides téem uma distribuicdo generalizada
nas plantas, existindo numa gama de concentracdes que varia
de 1032106 ppm. constituindo os pdlens e as sementes ima-
turas as fontes mais ricas de BRs (Tabela 1). O brassinélido e
a castasterona sdo os mais comuns ¢ de maior actividade
biol6gica.

Dada a ordem de concentragoes dos BRs nas plantas estu-
dadas, o seu isolamento requer processos de extracgido em lar-
ga escala. Mandava er al do USDA processaram 225 kg de
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pblen da Colza recolhido das abelhas e obtiveram 10 mg de
brassinélido, cuja determinagdo estrutural foi conseguida por
Grove et al a partir de 4 mg de produto isolados de 40 kg de
pélen. Yokota er al referem o isolamento de 120 mg de 25-
metil-dolicosterona e 95 mg de castasterona a partir de 136 kg
de sementes de feijoeiro# e de 40 kg de galhas de castanheiro®
respectivamente. Da espécie P. vulgaris foram entretanto de-
tectados mais de 30 BRs ou andlogos por cromatografia gés-
liquido-espectrometria de massa (GCMS)6.

TABELA 1 — Concentragdes dos BRs em algumas das plantas

estudadas

Composto Planta Conc.
(ng/kg de tecido)

Brassinélido Brassica napus 105-106
Dolicélido Dolichos lablab 105-106
Castasterona Zea mays 105-106
Dolicosterona Dilichos lablab 104-105
6-Deoxocastasterona Castanea crenata 104-10°
6-Deoxodolicosterona  Dolichos lablab 103-104
Tifasterol Typha latifolia 104-10°
Teasterona Zea mays 103-104
Homodolicélido Dolichos lablab 103-104
24-etilbrassindlido Hidrodyction reticulatum 104-10°
28-norbrassinélido Distilium racemosum 102-103
Brassinona Castanea crenata 104-105
24-epicastasterona Hydrodyction reticulatum -
24-epibrassindlido Vicia faba -
Homodolicosterona Dolichos lablab <1
Restantes ' Phaseolus vulgaris < 103

Um processo de rotina usado no isolamento dos BRs, €
ilustrado na Fig. 2.

Todas as fracgdes resultantes das sucessivas separagdes
cromatogréficas sdo controladas por um teste de actividade
biolégica — teste da inclinagdo da 14dmina do arroz — e as que
apresentam actividade processadas até & obtengao de pequenas
frac¢des enriquecidas em BRs.

ACTIVIDADE BIOLOGICA DOS BRs

O brassinélido foi testado em diversos ensaios biolgicos
vulgarmente usados no estudo de substdncias de crescimento:
12 e 2° internodos da planta do feijéo, cultura em suspenséo de
células de cenoura, abertura da folha do trigo, extensdo do
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Fig. 1, Brassinosterdides naturais
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Fig. 2. Isolamento de BRs

mesocotilo do milho e da ervilha, e inclinagio da ldmina do ar-
‘1oz, entre outros. Os resultados indicam que o BL possui um
largo espectro de actividade, incluindo actividade tipo-gibere-
lina, -auxina e -citocinina, tem provavelmente uma fungéo no
controle do RNA e na sintese das proteinas, e interactua com
outras fito-hormonas. Sdo conhecidos alguns exemplos de in-
teracgdes entre fito-hormonas: as auxinas e giberelinas con-
trolam o crescimento cecular em rebentos, as giberelinas e ci-
tocininas controlam a divisdo celular, o 4c. abcisico e as gibe-
relinas controlam a germinagdo das sementes, e o etileno cuja
formagéo € estimulada pelas auxinas, modifica o transporte la-
teral destas. Se bem que a natureza das interacgdes com 0s
BRs ndo esteja ainda esclarecida, elas sdo determinantes na
" fungdo fisiolégica destes compostos, nomeadamente no con-
trole do crescimento e desenvolvimento da planta.

‘O teste da inclinagdo da ldmina do arroz € um ensaio mi-
cro-quantitativo especifico na deteccdo de BRs, utilizado no
processo de isolamento acima referido’. Concentragdes de
BRs da ordem dos 01 mg/] e at€ o limite de 0.05 mg/1, podem
ser detectadas por este método. O 4c. giberélico tem um ligei-
ro efeito na inclinagdo da lamina do arroz a concentragdes de
100 mg/l, o 4c. indole-acético um efeito cinco vezes menor
que o brassinélido, enquanto que as citocininas e o 4c. abcfsi-
co inibem a inclinagéo.

A figura 3 jlustra este ensaio. Sementes de arroz (Oryza
sativa) recém germinadas sdo plantadas em agar onde crescem
durante 7 dias. Os segmentos das folhas resultantes, que con-
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Fig. 3. Teste da inclinagdo da ldmina do arroz
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sistem na lamina, nodo e bainha sio cortados e colocados em
dgua durante 24 horas, e seguidamente numa solugdo das
amostras a testar durante 48 horas. O crescimento celular do
nodo, induzido pelos BRs, provoca a inclinagio da ldmina. O
dngulo entre a l4mina e a bainha, comparadd com o resultade
do teste feito com padrdes, d4 uma indicacdo da actividade das
amostras.

Numa prospecgio por nés efectuada de BRs em fungos
(até a data nio h4 referéncia de isolamento de BRs em fungos)
foram encontrados indices de actividade na espécie Phellinus
pini (fig. 4) que deixam antever a presenca de BRs.

Bref----m--vemcrrermr e s s m e s BL 0.0001 pps

ce-e e mwe===0L 0.001 ppa

1009 femeenc ccmemmeme e e[S

H20

T ’ —t t + Fracgdes

Fig. 4. Distribuicdo da actividade do fungo Phellinus pini apds sepa-
ragdo em coluna de Sephadex LH-20

RELACAO ESTRUTURA-ACTIVIDADE

Os testes da inclinagdo da ldmina do arroz realizados com

- diversos padrdes sintéticos de diferentes nicleos € cadeias la-

terais® (Fig. 5) apontam para os seguintes requisitos estrutu-
rais condicionantes da actividade biol6gica: 1. glicol cis-vici-
nal em C-2 e C-3 do anel A e em C-22 e C-23 da cadeia late-
ral; 2. jungdo trans dos anéis A/B; 3. fungdo cetona ou lactona
no C-6 do anel B; 3a-alquilagao em C-24.

IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO
DOS BRs NATURAIS

A identificagdo e quantificacdo dos BRs nos extractos na-
turais, exceptuando os casos em que o seu isolamento permite
a completa caracterizagdo estrutural, tem sido feita por
GCMS e por SIM (“Single Ion Monitoring™) das fracgdes ac-
tivas resultantes da separacdo por cromatografia liquida de al-
ta pressdo (HPLC).

A separacao duma mistura de 10 BRs por HPLC est4 ilus-
trada no cromatograma da Fig. 6, onde se registra a larga di-
ferenga de retengdo dos dois epimeros em C-24 do homobras-
sindlido (hom6logo 29-metil do BL)9. A derivatizagdo dos
BRs com 4c. dansilaminofenilborénico (DABA) tem sido usa-
da recentemente em HPLC com detecgio fluorimétrica, com
um limite de detecgdo de 25 pg por BR10. A separacdo de
BRs que diferem apenas na configuragdo absoluta de um ou
mais carbonos do nicleo ou da cadeia lateral € conseguida
igualmente em cromatografia gés-lquido!l.

As fracgbes sdo seguidamente derivatizadas por bismeta-
noboronagao dos glicéis vicinais e trimetilsililagdo dos grupos
hidroxilo, ¢ os tempos de retencdo e fragmentacdes em
GCMS comparadas com as de amostras auténticas.
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Fig.i 5. Actividade relativa do BL e andlogos no teste da inclinagao da ldmina do arroz
3 5 8 A quantificagao por SIM € feita a partir das curvas de cali-
bragdo obtidas por injeccdo de quantidades conhecidas de
amostras auténticas, comparando a drea dos picos correspon-
dentes aos ibes scleccionados (Fig. 7)5.
4
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Fig. 6. HPLC de fase inversa de BRs. Coluna Develosil ODS 5 pm, 6x200
mm, MeOH 70%, fluxo 1.5 mi/min. 1.(24S)-homobrassindlido; 2.
Deolicélido; 3. Homodolic6lido; 4. Dolicosterona; 5. Brassinona;
6. Brassindlido; 7. 25-meti-dolicosterona; 8. Homodolicostero-
na; 9. (24R)-homobrassindlido; 10. Castasterona.
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‘; Fig. 7. Perfil do SIM duma mistu)'a de castasterona, brassinona ¢ 6-deo-
Xxocastasterona obtido por seleccdo dos ides moleculares dos res-
pectivos derivados bismetanoboronatos
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APLICACOES AGRICOLAS DOS BRs

As aplicagdes prdticas dos BRs na agricultura téem sido.

avaliadas pelo aumento dos rendimentos, resisténcia ao stress
ambiental e a doengas das colheitas.

Os primeiros ensaios de campo e em estufa foram conduzi-
dos pelo USDA em vegetais e colheitas de raiz (rdbano, alfa-
ce, feijao, pimenta, batata, trigo, cevada, mostarda). Os BRs
sio adicionados ao solo em concentragbes de10-3ppm-106
ppm e incorporados pelas rafzes, ou usados sob a forma de
“spray”. Os exemplos seguintes ilustram alguns resultados
prometedores da aplicagio dos BRs na agricultural»12,13; 1.
as uvas resultantes de vinhas pulverizadas com uma solugio de
BL apresentam bagos maiores ¢ mais doces ¢ com um maior
periodo de conservagao. 2. a produgdo de pastagens verdes
aumenta de 7% em massa quando tratadas com 10~4 ppm de
BL.. 3. o crescimento das plantas do arroz e do tabaco € acele-
rado por tratamento das sementes com homobrassinélico. 4. o
tratamento das culturas de alface, cevada e batatas com BRs
resulta num aumento de rendimento das colheitas (6-40%) e
do seu peso fresco. 5. as colheitas de arroz, pepino e beringe-
las resistem melhor ao frio (temperaturas inferiores a 10°C)
quando previamente tratadas com BL. 6. a resisténcia das cul-
turas de arroz as infecgdes patogénicas aumenta quando o tra-
tamento com fungicidas e combinado com o BL. Um efeito
sinérgico semelhante verifica-se com os herbicidas, onde a
inibigdo fotossintética causada por estes € atenuada pelo BL.

O uso comercial dos BRs na agricultura depende ainda do
resultado das investigacGes em curso sobre a determinagao de
eventuais efeitos téxicos ou ambientais, verificacdo da for-

magio de protefnas/enzimas nas plantas tratadas com BRs e '

avaliacdo de eventuais modificagdes do teor em 4cidos orgini-
cos, lipidos e hidratos de carbono durante o seu crescimento e
desenvolvimento, ¢ biossintese do BRs a partir de ester6is
marcados e subsequentes transformagoes sofridas nas fases de
crescimento e desenvolvimento. A incorporagdo em plantas do
brassinélido e castasterona tritiados mostrou que estes BRs
sdo rapidamente metabolizados em substincias polares, no-
meadamente no éster 23p -glicosidico. Assim, a aplicagdo pré-
tica dos BRs na agricultura requer o desenvolvimento de mé-
todos que impegam ou retardem a desactivagdo dos BRs por
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conjugagdo com a glucose, e tornem o efeito destes compostos
mais durdvell4, A formulagdo de novos andlogos sintéticos
dos BRs ¢ uma das solugdes encaradas.
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