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RESUMO

A resina terpénica de defesa exsudada por caules de Pinus spp. e os produtos dela derivados
sdo usados na fabricacdo de diversos itens de interesse industrial, tais como aromatizantes,
farmacos, tintas automotivas, tintas para impressao, adesivos, polimeros, biocombustiveis e
solventes. O desenvolvimento de pastas estimuladoras de resinose € importante para ganhos de
producdo nas areas de plantio atuais cultivadas com Pinus elliottii. Este estudo visou analisar a
viabilidade de um sistema de microrresinagem para avaliacdo e selecdo de novos adjuvantes
indutores de resinose, inicialmente validando o efeito de adjuvantes reconhecidos como bons
estimuladores de resinose. Tal sistema poderia reduzir de forma expressiva gastos na execugédo
da mesma tarefa em campo, permitindo que somente adjuvantes mais promissores avancem
para testes mais trabalhosos e demorados em florestas adultas. Pastas indutoras de resinose
contendo CEPA (acido 2-cloroetilfosfonico - liberador de etileno, consagrado como adjuvante
ativo indutor de resina em florestas adultas), Metil Jasmonato (MeJa, conhecido como potente
estimulador de resinose e biossintese de terpenos), ou novos adjuvantes, tais como Isoleucina
(Iso), inibidores de algumas vias de sintese de terpenos, entre outros potenciais adjuvantes,
foram avaliados nas arvores jovens por aplicacdo sobre ferimentos na casca. As analises de
producdo de resina bruta compararam os diferentes tratamentos quanto a massa produzida da
mesma. Adicionalmente, foram realizados ensaios de expressdo génica comparando Mela,
CEPA e controle ndo tratado (apenas com ferimento e aplicacédo de pasta base) a fim de detectar
possiveis diferencas quanto & expressdo de gene codificador de o-pineno sintase, enzima
relacionada a biossintese de monoterpeno majoritario na resina, o que acabou por mostrar
consisténcia com o perfil de producéo de resina. Os resultados obtidos servem para nortear
experimentos relacionados a resinose em Pinus elliotti e indicam alteracfes promissoras que
podem ser feitas nas pastas indutoras de resinose, assim como revelam a viabilidade deste

sistema para selecédo rapida de novos adjuvantes e possivelmente de individuos superresinosos.



ABSTRACT

The terpenic defense resin exuded by stems of Pinus spp. and the products derived from them
are used in the manufacturing of various items of industrial interest, such as flavorings,
pharmaceuticals, automotive paints, printing ink, adhesives, polymers, biofuels and solvents.
The development of resin stimulating pastes is important for maximizing yields of production
areas currently cultivated with Pinus elliottii. This study aimed at analyzing the viability of a
microresinosis system for evaluating and selecting new resinosis stimulating adjuvants, initially
validating the effect of well-known stimulants used in adult trees. This small-scale system could
significantly reduce costs of carrying out the same task under field conditions, allowing that
only the most promising adjuvants advance to more laborious and time-consuming evaluations
in adult plants. Resinosis inducing pastes containing chloroethyl phosphonic acid (CEPA —an
ethylene releasing compound, well-known as an efficient active adjuvant for resin induction in
adult forests), Methyl Jasmonate (Mela, a potent stimulator of resinosis and terpene
biosynthesis) or novel adjuvants, such as Isoleucine (Iso), inhibitors of some terpene
biosynthetic pathways, among other potential adjuvants were evaluated in young trees by
application on bark wounds. The analyses of resin production compared the resin biomass yield
provided by each of the treatments. Additionally, gene expression assays were conducted
comparing MeJa, CEPA and control trees (only wounded and with application of the base paste)
to detect possible differences in terms of expression of an a-pinene synthase gene, encoding for
an enzyme involved in biosynthesis of a major terpene component in resin, which turned out to
be consistent with the resin yield profile. The results are useful to direct future resinosis
experiments in Pinus elliotti and indicate promising alterations that may be incorporated to
stimulant pastes, as well as support the viability of the system for the fast selection of paste

adjuvants and possibly of superesinous individuals.
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1 INTRODUCAO

1.1 UTILIZACAO DA RESINA DE PINUS: ASPECTOS HISTORICOS E
APLICACAO INDUSTRIAL

A resina de Pinus é provavelmente um dos produtos naturais mais antigos utilizados pela
humanidade (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013). No passado, a
oleoresina foi utilizada como combustivel para chamas, para impermeabilizar e preservar o
casco de barcos de madeira (PAUL, 2004) e também como material selante em urnas mortuarias
gregas utilizadas em cerimdnias religiosas (LANGENHEIM, 2003). Atualmente a oleoresina
de Pinus tem sido amplamente empregada como matéria-prima pela indistria quimica para
gerar uma vasta gama de produtos derivados conforme a fracdo utilizada como fonte. A resina
de Pinus pode ser dividida em duas fracGes principais: a fracdo volatil chamada de terebintina
e a fracdo ndo volatil chamada de breu (MARTIN, 2002; FALDT et al., 2003).

A terebintina é tradicionalmente utilizada como solvente ou agente de limpeza e em tintas e
vernizes, bem como na indudstria quimica (ROME: NATURAL RESOURCES INSTITUTE,
1995). O processo de destilacdo fracionada € utilizado para obter 0s principais componentes da
terebintina, a e B-pineno, em sua forma pura. Alfa e beta-pineno sdo matérias-primas e
ingredientes importantes na producdo de fragrancias e flavorizantes de alimentos, vitaminas,
produtos de higiene, dentre outros (KELKAR et al., 2006; SMITA BHATIA, 2016). Ja o breu
é utilizado principalmente para fabricacdo de resinas adesivas, goma de mascar, borrachas
industriais, pneus, tintas para impressoras, borrachas adesivas, materiais a prova d’agua e
emulsificantes (STUBBS; ROBERTS; OUTCALT, 1984; SMITA BHATIA, 2016). A
aplicacdo diversificada da resina em variados segmentos da inddstria destaca sua importancia

como matéria prima de grande interesse econémico.

Diferentes espécies de Pinus foram utilizadas para extracéo de resina comercialmente ao longo
da historia em diversas partes do mundo (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO,
2013). Apesar de todas as espécies de Pinus serem capazes de resinar, a qualidade (composi¢éo)

e a quantidade de terebintina e breu podem ser determinadas fortemente por fatores genéticos

Magnus Riffel Kerber. Porto Alegre: LFV/CBIOT/UFRGS, 2018
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variaveis entre espécies (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013). Por
exemplo, Pinus patula (Schiede ex Schitdl & Cham), uma espécie exotica amplamente
cultivada na Africa, ndo produz resina suficiente e a qualidade desta é pobre, incluindo menos
de 10% de pinenos na composicao da terebintina contra aproximadamente 90% observados na
espécie Pinus elliottii (MIGLIORINI; BRITO; BARRICHELO, 1980). Essas caracteristicas
minimizam muito a possibilidade de Pinus patula ser escolhida para uso comercial.
Analogamente, P. kesyia ndo € a primeira escolha para resinagem comercial, exceto em regides
onde pode ser estriada 0 ano inteiro, como nas Filipinas (LANGENHEIM, 2003). Originaria da
Tailandia a espécie produz pouca resina (COPPEN; HONE, 1995). Uma espécie ideal para
resinagem apresentaria boa combinacdo de quantidade de resina e qualidade quanto a

concentracdo de pinenos.

Pinus elliottii Engelm. é uma conifera pertencente a familia Pinaceae, caracteristica pela
producdo de resina em todos os seus géneros. Nativa do sudeste dos EUA, essa espécie,
amplamente cultivada em plantacBes subtropicais do Brasil, india e China, é usada
principalmente na producdo de resina e na inddstria moveleira (RODRIGUES-CORREA,
2008). Com a segunda melhor qualidade de terebintina (aproximadamente 90% de pineno) e o
segundo melhor rendimento de resina das espécies de Pinus estudadas (inferior apenas a P.
caribaea, com alta quantidade, mas qualidade inferior de terebintina), Pinus elliottii ¢ ampla e

preferencialmente cultivada e indicada para a préatica de extracdo em escala comercial.

Somado aos fatores genéticos, a composi¢do e o volume de oleoresina produzida dependem do
status fisiol6gico da planta, sazonalidade e das condicGes bidticas e abioticas as quais a arvore
se encontra exposta (RODRIGUES-CORREA, 2008; RODRIGUES-CORREA; DE LIMA;
FETT-NETO, 2013). Além das influéncias genéticas e ambientais, a biossintese de oleoresina
pela planta pode ser fisiologicamente modulada, a0 menos em parte (RODRIGUES-CORREA;
DE LIMA; FETT-NETO, 2013) por vias de ferimento mecénico (método de extracéo,
frequéncia da remocdo da casca da arvore) e/ou estimulo quimico (FETT-NETO;
RODRIGUES-CORREA, 2012). Apesar de métodos iniciais de extragio de resina levarem a
destruicdo completa de florestas inteiras de Pinus na Franca (OUDIN, 1938), variacdes do
método-base desenvolvido na América do Norte chamado de caixa (do inglés “box”)
(GRISSINO-MEYER; BLOUNT; MILLER, 2001; LANGENHEIM, 2003) foram

Sistema de microrresinagem em Pinus elliottii Engelm. para selecdo de adjuvantes indutores de resinose
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desenvolvidas e sdo aplicadas ao redor do mundo (FETT-NETO; RODRIGUES-CORREA,
2012). O processo de estriamento atual das arvores consiste na retirada de tecido do tronco ja
desenvolvido que apresenta crescimento secundario, removendo primeiramente a casca da
arvore e avancando mais profundamente pelas camadas que o constituem (Figura 1) conforme

diferentes métodos de extracéo (Figura 2).

xilema medula
cambio cerne

floema alburno

casca

Figura 1: Desenho esquematico de um tronco de Pinus. Os métodos de estriamento atuais empregam
remocao das camadas de tecido até exposicdo do cambio e xilema. Na regido do tecido vascular ha diversos
canais resiniferos. Adaptado de (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013).

Magnus Riffel Kerber. Porto Alegre: LFV/CBIOT/UFRGS, 2018
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e || ]

Chinés Americano Americano em Hugues Mazek (Rill)
formato "V"

Figura 2: Métodos de extragdo de resina. Adaptado de (FETT-NETO; RODRIGUES-CORREA, 2012).

No método Chinés, sdo realizadas na casca da arvore estrias em formato “V” todos os dias de
cima para baixo para expor o xilema secundario (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-
NETO, 2013). O método de Hugues foi desenvolvido pelo francés Pierre Hugues em 1844 e se
tornou popular em 1860 (OUDIN, 1938). Esse método consiste em remover longas “lascas”
verticais de 10 cm de largura do tronco, profundas o suficiente para alcancar o xilema
secundario das plantas. Tanto no método Chinés quanto no francés de Hugues nao ha utilizacdo

de estimulantes quimicos para exsudacao de resina.

O método de Mazek é o empregado majoritariarmente na India. Nesse sistema, faixas em
formato “V” (2-3 mm de largura) séo cortadas de baixo para cima em intervalos (24 h, 3 ou 7
dias), muito parecido com o sistema Americano (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-
NETO, 2013). No sistema Americano, faixas horizontais ou em “V” (2,5-3,0 cm de largura)
sdo removidas a cada 14 dias, retiradas de aproximadamente 1/3 da circunferéncia do tronco,
até a profundidade do cambio ou preferencialmente até o alburno (RODRIGUES-CORREA;
DE LIMA; FETT-NETO, 2013). Esse método é o mais empregado em paises como Brasil,
Argentina, Portugal e Espanha (CUNNINGHAM, 2012). Conforme estudos comparativos
sobre diferengas de produgdo entre o padrdo em “V” e o horizontal no que diz respeito a
producdo de resina, ndo foram constatadas diferengas significativas entre os métodos de
estriamento (RODRIGUES et al., 2008).

Sistema de microrresinagem em Pinus elliottii Engelm. para selecdo de adjuvantes indutores de resinose



14

1.1.1 A RESINA DE Pinus E A ECONOMIA MUNDIAL

A Associagdo de Produtos Quimicos de Pinus (PCA) ou “Pine Chemicals Association” (PCA)
é uma associacdo mundial de empresas do ramo de oleoresina de Pinus sendo aberta a toda e
qualquer empresa ou pessoa no ramo de fabricagdo ou marketing de produtos quimicos
derivados de arvores de Pinus (“Pine Chemicals Association”, 2017). A associagdo promove
pesquisas com seus associados e fornece diversos dados estatisticos, informacdes técnicas
gerais e funciona como um férum de contato dos membros com agéncias governamentais. A
PCA fornece relatorios anuais que contém dados econdmicos que ilustram a participacdo de

diversos paises no mercado mundial de resina de Pinus.

A industria de produtos quimicos derivados de Pinus gera um rendimento global de mais de
US$10 bilhdes anualmente e emprega cerca de 185.000 pessoas (SMITA BHATIA, 2016). A
América do Sul representa uma fatia de 4% nos lucros mundiais, que equivale a US$410
milhdes. A participacdo emergente no mercado mundial dos paises sul-americanos fica mais
notavel quando comparamos o numero de estriadores, os profissionais envolvidos na estriagem:
6.500 (seis mil e quinhentos) trabalhadores, ficando atrds apenas da China com 200.000
(duzentos mil) (SMITA BHATIA, 2016). Nos tltimos anos, 0 modelo de negdcio baseado no
estriamento das arvores (Figura 3) em paises como Argentina e Brasil tem evoluido de um
modelo de subsisténcia para um modelo de agronegécio mais desenvolvido (SMITA BHATIA,
2016). Atualmente, grandes proprietarios de terras ou companhias que possuem uma ou mais
areas de plantio contendo arvores de Pinus contratam estriadores terceirizados para extracéo da
oleoresina (SMITA BHATIA, 2016).

Magnus Riffel Kerber. Porto Alegre: LFV/CBIOT/UFRGS, 2018
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Figura 3: Exemplo do processo de estriamento que ocorre em areas comerciais de plantio de Pinus elliottii
no Rio Grande do Sul (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2012)

1.1.2 PARTICIPACAO DO BRASIL NO MERCADO MUNDIAL E
PRODUCAO NACIONAL

Em termos de producéo e exportacdo o Brasil se destaca entre 0os maiores exportadores mundiais
de resina, com representatividade de 16% do mercado mundial de exportacao de breu em 2014,
ficando atras apenas de Indonésia e China (Statistics on Worldwide Imports & Exports of Pine
Chemicals, 2014). J& no mercado mundial de exportacdo de terebintina o pais teve 14% de
participagdo (Statistics on Worldwide Imports & Exports of Pine Chemicals, 2014). O mercado
de exportacdes também sofreu alteragdes ao longo dos anos com o aumento da demanda pelos
derivados, terebintina e breu, ao invés da resina bruta (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA;
FETT-NETO, 2013). Franca e Holanda sdo os principais importadores de terebintina e breu
brasileiros, respectivamente (“ARESB ‘ASSOCIACAO DOS RESINADORES DO
BRASIL’”, 2017).

Sistema de microrresinagem em Pinus elliottii Engelm. para selecdo de adjuvantes indutores de resinose
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De importadores até a década de 80, passamos a grandes exportadores a partir de 1989
(MARCO A. DE O. GARRIDO, ROGERIO DAL POZ; FINE T. ROCHA, 1998). De fato a
producdo de resina no Brasil cresce a cada ano. Segundo dados da ARESB (Associacdo dos
Resinadores do Brasil) a producdo de resina na safra 2016/2017 no pais foi de 167.946
toneladas, cerca de 75% maior do que a producéo da safra passada que foi de 95.961 toneladas
de resina (“ARESB ‘ASSOCIAQAO DOS RESINADORES DO BRASIL", 2017). O Rio
Grande do Sul figura entre os maiores produtores de resina nacional, com participacdo de
aproximadamente 22% na safra de 2015/2016, e participacdo de 21,4% na safra 2016/2017,
ficando atrés apenas de Sao Paulo que foi responsavel por 62,2% da producdo na safra mais
recente. Pinus elliottii é a espécie mais resinada no Brasil, responsavel por aproximadamente
79% da resina produzida, seguida de variedades tropicais do género P. caribaea var.
caribaea, P. caribaea var. hondurensis, P. caribaea var. bahamensis (“ARESB
‘ASSOCIACAO DOS RESINADORES DO BRASIL’”, 2017).

1.2 ESTIMULOS MECANICOS E QUIMICOS NA PRODUCAO DE RESINA

Danos mecanicos ja sdo conhecidos como estimuladores de mecanismos de defesa em plantas
(especialmente em coniferas) (LEWINSOHN et al., 1993; STEELE et al, 1998;
LOMBARDERO; AYRES; AYRES, 2006). Esta pratica foi utilizada durante séculos para

obtencdo de oleoresina a partir de arvores de Pinus.

Um adjuvante ou estimulante quimico de resinose € uma molécula presente em pastas
estimuladoras que atua como principal responsavel pela inducdo dos efeitos resiniferos
observados nas plantas (RODRIGUES; FETT-NETO, 2009; FERREIRA; FIOR; GUALTIERI,
2011). Ao longo dos anos um grande nimero de tratamentos utilizando estimulos quimicos foi
testado a fim de obter maior rendimento de producdo de oleoresina em &reas de plantio
comercial de Pinus (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013) inclusive
resultando em diversas patentes depositadas (SPLITTER; KUBLUN; HESSENLAND, 1936;
E; S, 1948; B, 1952; CLEMENTS, 1967; ALFRED, 1975; WOLTER et al., 1980). Podemos
citar como exemplo o método de Rill onde uma solugdo contendo uma mistura de mesma

proporcao de &cido cloridrico (HCI) e &cido sulfurico (H2SOs4) € aplicada sob a forma de “spray”

Magnus Riffel Kerber. Porto Alegre: LFV/CBIOT/UFRGS, 2018
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na area exposta do ferimento a fim de estimular a exsudacdo de resina (RODRIGUES-
CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013). No método Americano, uma pasta contendo 0s
estimulantes quimicos &cido sulfarico (20%) e CEPA (acido 2-cloroetilfosfonico) (3 a 4,5%) é
aplicada sobre as camadas de alburno ou cambio expostas (RODRIGUES et al., 2008;
RODRIGUES; FETT-NETO, 2009; DA SILVA RODRIGUES et al., 2011; DA SILVA
RODRIGUES-CORREA,; FETT-NETO, 2013).

A prética de aplicacdo de estimulantes na area da casca ferida das &rvores permite a reducao do
tamanho do ferimento inicialmente confeccionado de forma destrutiva por métodos classicos
de injuria mecanica (RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013). Além disso, a
utilizacdo de avancos cientificos pela industria de produtos quimicos derivados de Pinus, como
0 uso de novos estimulantes quimicos, aumentou o rendimento de producéo de resina por arvore
(SMITA BHATIA, 2016).

1.2.1 ESTIMULANTES QUIMICOS UTILIZADOS NA RESINOSE DE Pinus

A tabela a seguir lista 0os mecanismos de acao dos estimulantes quimicos mais relevantes para

o0 entendimento deste trabalho (Tabela 1).

Tabela 1. Diferentes compostos testados para estimulacdo de resinose em Pinus elliottii bem como os seus
mecanismos de acao e espécies testadas ja descritas na literatura.

Mecanismo de ac¢éo observado em
Componente da i . Exemplos de o
coniferas (a parte do aumento de o ) Referéncias
Pasta . i espécies avaliadas
producao de resina)

Precursor do etileno, molécula sinalizadora | P. elliottii Engelm. | (CAPITANI, 1982;

CEPA.  Ethrel® envolvida em respostas induzidas por stress; | P. palustres Mill., | TELEWSKI;
. rel®,

. causa aumento na biossintese de mono e | P. caribaea var. | WAKEFIELD;
Etephon (4cido 2-

] . diterpenos. Induz crescimento radial, dutos | hondurensis, JAFFE, 1983;
cloroetilfosfénico) ) y ]
de resina, formacdo do xilema e altera o | P. taeda L., | RODRIGUES et
padrdo anatdbmico de traqueideos. P. resinosa al., 2008)
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Metil Jasmonato e
Jasmonato (Mela
e Ja)

Inducdo de respostas de defesa, inducéo da
transcricdo de genes de ACC oxidase;
aumenta a biossintese de mono e diterpenos
em aciculas e no tronco, promove ativagéo
celular e a formacdo de dutos de resina
traumaticos no xilema, induz a producéo de
etileno, aumenta a transcricdo de enzimas

terpeno sintases.

Picea  abies L.
(Karst)
Metasequoia
glyptostroboides,
Sequoiadendron
giganteum,
Sequoia
sempervirens ,
Cryptomeria
japonica,

A. grandis, Cedrus

(MARTIN, 2002,
2003; HUDGINS;
FRANCESCHI,

2004; MILLER et
al., 2005;
WASTERNACK;
HAUSE, 2013)

libani
Aminoacido de ocorréncia natural, cuja
) y (WASTERNACK,
conjugacdo com Jasmonato representa a ]
) ) ] Nenhum  até o | 2007;
Isoleucina (Iso) forma ativa enddgena pela qual ocorre a
presente trabalho. WASTERNACK;

transducdo de sinal desencadeada por

Jasmonato.

HAUSE, 2013)

Acidos Organicos
(AO)

(ndo especificados

por questBes de

Contém compostos potencialmente
precursores para sintese de proteinas

envolvidas na resinose

Nenhuma até o

presente trabalho

propriedade
intelectual)
Herbicida, inibidor de algumas enzimas .
. . Nenhuma at¢é o
Clomazone presentes na via de sintese de alguns

terpenos

presente trabalho

Cloreto de Soédio
(NaCl)

O estresse osmotico causado pelo excesso
de sal no local do ferimento possivelmente
acarretaria maior exsudacdo de resina no

local afeado como mecanismo de defesa.

Nenhuma até o

presente trabalho

Acido
(AA)

Acético

Estresse causado pelo dano &cido, estudos
apontaram relacdo da aplicacdo externa de
Acido Acético e a producio de Jasmonato

em planta-modelo.

Arabidopsis

thaliana

(KIM et al., 2017)
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A aplicabilidade industrial de uma pasta indutora de resinose depende do equilibrio entre o
rendimento de producgéo e o custo do adjuvante quimico principal nela utilizado. Em termos
comerciais, CEPA (&cido 2-cloroetilfosfébnico) é o agente mais utilizado em pastas
estimuladoras utilizadas nas areas de plantio de Pinus para producdo industrial de resina
(RODRIGUES et al., 2008). Como reagente quimico P.A., o custo de CEPA atualmente varia
em torno de US$ 1,154.00/kg. Seguindo a légica industrial de produzir mais gastando menos,
a busca por novos adjuvantes é constante e ja permitiu a identificacdo de diferentes estimulantes
quimicos de menor custo com efeito relevante sobre a resinose de Pinus (RODRIGUES-
CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013).

Metil Jasmonato (MeJa) e Jasmonato (Ja) sdo formas hormonais de ocorréncia natural em
plantas responsaveis por exercer diferentes efeitos ja descritos sobre coniferas, como a
promover a expressdo de genes relacionados a enzimas envolvidas na rota de biossintese dos
principais componentes da resina (MARTIN, 2002, 2003; HUDGINS; FRANCESCHI, 2004;
MILLER et al., 2005; WASTERNACK; HAUSE, 2013) (Tabela 1). Apesar de resultados
promissores e da comprovacdo da relacdo de MeJa e Ja com a producdo de resina em coniferas,
seu alto custo como reagente P.A. de cerca de US$ 4.584/kg (Sigma-Aldrich) faz com que essas
moléculas ndo sejam economicamente atrativas, de maneira que ha escassez de estudos

relacionando seus efeitos com a producéo de resina bruta em arvores de Pinus.

Estudos revelaram que MelJa e Ja sdo as formas preferenciais de sinalizacdo de defesa em
plantas, enquanto a principal forma ativa endégena nas mesmas consiste na conjugacéo de
Jasmonato com o aminoacido Isoleucina (Iso), dando origem a molécula Jasmonoil-Isoleucina,
“(+)-Ja-L-lle” (FONSECA et al., 2009). Tais dados sdo indicativos de uma justificativa para
testes com Isoleucina em uma pasta indutora de resinose, reforcado pelo fato de que seu custo
como reagente P.A. é de aproximadamente US$795/kg (Sigma-Aldrich), menor do que o

principal componente indutor utilizado atualmente.

Por questdes de possibilidade de aplicagdo para uma patente, as informacOes sobre a pasta
contendo Acidos Organicos (AO) serdo limitadas. Inicialmente, imaginou-se que seria
interessante 0 seu uso por seu componente principal ser de facil acesso e mais barato que
adjuvantes conhecidos; porém, resultados inesperados foram constatados, levantando

questionamentos sobre seu uso comercial conforme os efeitos observados.

Sistema de microrresinagem em Pinus elliottii Engelm. para selecdo de adjuvantes indutores de resinose



20

Clomazone é um inibidor de enzimas presentes na rota de sintese de carotenoides, o que acaba
causando a degradacao de clorofila e consequente clareamento das folhas, levando a planta a
morte (DUKE; PAUL, 1986). Experimentos realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratorio
de Fisiologia Vegetal relacionando o potencial resinifero com a resisténcia ao clomazone
mostraram que plantulas sobreviventes a exposi¢do ao herbicida geralmente apresentavam
maior resinose. Desta forma, foi investigada a hipétese de que a aplicagdo de clomazone possa
ser um estimulante de resina através do bloqueio de algumas vias de producédo de terpenos,
criando um desvio de precursores adicionais para outras rotas metabdlicas terpénicas

envolvendo a biossintese de resina.

Em um estudo a respeito do efeito da seca sobre plantas, KIM e colaboradores (2016)
identificaram que a rota envolvida na sinalizag&o interna frente a este estresse envolve acetato,
posteriormente estimulando a sintese de &cido jasmonico. Além disso, a aplicacdo externa de
acido acético (AA) promoveu a biossintese de &cido jasmonico na planta. Portanto, mesmo que
indiretamente, a aplicacdo de AA poderia levar a uma sinalizacao interna resultando em maior

exsudacéo de resina.

As pastas contendo Cloreto de Sodio (NaCl) visam o estimulo resinifero através do estresse
osmatico causado. Por ser um insumo de baixo custo e muito disponivel, sua avaliacdo

experimental € atrativa.

122 UTILIZACAO DE PLANTAS JOVENS PARA PARAMETROS
RESINIFEROS

Em principio, a resina produzida por plantas jovens (um ano de idade) de Pinus elliottii sob
efeito de indugdo pode ser efetivamente mensurada e utilizada para comparar diferentes
tratamentos (FERREIRA; FIOR; GUALTIERI, 2011). O uso de plantas jovens facilita o
manejo experimental, possibilitando redug¢fes nos custos de transporte, material e pessoal
necessario para realizagdo de experimentos bem como a diminui¢do do tempo dos ensaios da
ordem de anos para poucos meses. Além disso, a utilizacdo de plantas jovens em testes de
resinagem permite que apenas adjuvantes promissores avancem para testes em arvores adultas,

economizando material vegetal.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo envolvendo a resinagem de Pinus e de adjuvantes relacionados ao aumento de
producdo é de grande importancia para a industria quimica de seus derivados, que movimenta
bilhGes de dolares por ano mundialmente. Economicamente, adjuvantes que sejam mais
baratos, menos toxicos ao operador e que tenham efeito resinifero comparavel aos ja utilizados
atualmente sdo uma interessante alternativa. Aumentar a producdo e/ou manter 0s mesmos

nameros utilizando pastas mais baratas € a visdo da industria atualmente.

O estudo de parametros resiniferos em plantas jovens com diferentes adjuvantes auxiliard no
desenvolvimento de novas pastas comerciais como alternativa, apresentando-se como um
método répido e de facil manutengdo para estudos iniciais de resinagem. Se descoberto um
adjuvante que seja interessante comercialmente nesse sistema, este poderia avangar para testes
em plantas adultas. Além disso, a descoberta de adjuvantes que tenham maiores efeitos sobre a
resinose do que aqueles utilizados atualmente apresenta valor ecoldgico pois aumentaria a
producdo de resina/arvore, maximizando o uso de areas de plantio ja existentes, mitigando o
impacto ambiental causado pelo aumento do nimero de &rvores em areas de plantio para ganhos
de producéo e consequentemente da dispersao indesejada de sementes de Pinus pelo vento em

areas proximas a unidades de preservacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de pastas indutoras quanto ao estimulo de producéo de resina em plantas

jovens de Pinus elliottii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a potencial utilizagdo de plantas jovens para selecdo de novos adjuvantes

indutores de resina;

e Identificar potenciais adjuvantes candidatos a serem utilizados como alternativa em

pastas indutoras;

e Avaliar diferencas quanto a producdo de resina em plantas jovens de Pinus elliottii

dentre as pastas indutoras testadas;

e Analisar a expressdo génica de uma alfa-terpeno sintase, enzima envolvida na

biossintese de um dos terpenos majoritarios presentes na resina;

Magnus Riffel Kerber. Porto Alegre: LFV/CBIOT/UFRGS, 2018



23

4 MATERIAL E METODOS

4.1 PREPARACAO DAS PASTAS ESTIMULADORAS

As pastas estimuladoras de resinose foram preparadas na proporcao de 1:1 (v/v) de agua
destilada e glicerol e armazenadas em tubos de 15mL. As moléculas indutoras foram
primeiramente adicionadas a fracdo aquosa da mistura em quantidade correspondente conforme
a concentracdo final desejada (Tabela 2). Posteriormente, foi adicionado glicerol e o tubo foi
agitado em ““vortex™ para homogeneizar as pastas. A definicdo das concentracGes foi baseada

em testes piloto.

Tabela 2: Concentragdo dos compostos utilizados nas pastas indutoras de resinose

Componente Concentragéo

CEPA 3%

Metil Jasmonato 100mM, 10mM

Isoleucina 100mM
Clomazone 0,45uM
Acido Acético 10%, 50%
Acidos Organicos 200mM
Cloreto de Sodio 1,5M

4.2 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Plantas de Pinus elliottii obtidas comercialmente foram utilizadas nos experimentos,
sendo o inicio dos mesmos quando estas possuiam 2 anos de idade. As plantas cresceram em
solo comercial humoso e vermiculita (1:1 v/v) em potes de PVC de 2L e mantidas em casa de

vegetacdo a luz natural. A rega foi feita trés vezes por semana.
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4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Para avaliar a producéo de resina um ferimento foi realizado na casca da arvore de Pinus
com ladmina de bisturi, removendo-se primeiramente uma acicula presente no local e
posteriormente as camadas da casca até o cambio (Figura 4a) e aplicando a pasta estimuladora
com o auxilio de uma micropipeta volumétrica (Figura 4b), em (volume adicionado foi de
aproximadamente 50 puL) em um ou mais pontos de altura do caule (basal, mediano e apical),
dependendo do ensaio. O ponto basal foi definido como sendo a primeira porgéo a partir do
coleto com a presenca de ramificacdo com aciculas, o0 ponto apical, como a regido abaixo do
meristema apical ja apresentando tecido relativamente menos tenro e mais lignificado, e o ponto

mediano, como a distancia media entre os pontos basal e apical.

Figura 4: Realizacdo do ferimento e aplicacéo de pasta indutora. (a). Ferimento realizado na por¢éo basal de
planta jovem de Pinus elliottii. (b). aplicacdo da pasta indutora

Apo6s uma semana da realizacdo do ferimento e aplica¢do da pasta (Figura 5 a.), a resina foi
raspada com espatula de metal e coletada em microtubos pesados previamente (Figura 5 b.).
Apos a segunda coleta (14 dias passados do inicio do experimento) a pasta indutora foi
reaplicada (DA SILVA RODRIGUES-CORREA; FETT-NETO, 2013) sob 0 mesmo ferimento.
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A cada semana de coleta a resina produzida foi pesada em balanca analitica. O peso da resina
produzida foi aferido e a analise da variacdo de producdo entre os tratamentos ao longo do
experimento foi feita (Figura 5c.). No primeiro ensaio foram avaliadas as seguintes pastas:
CEPA 3% (ET), Acidos Organicos (AO), Isoleucina 100 mM (lso) Metil Jasmonato 100 mM
(MeJA), MeJA + Iso, ambos a 100 mM, ou pasta base sem adjuvante (Controle). As pastas
foram aplicadas nas trés porgdes do caule. O ensaio foi conduzido por quatro semanas,

totalizando quatro coletas.

As mesmas plantas foram utilizadas para os outros experimentos de resinose; porém, medidas
foram tomadas a fim de remover o possivel ruido proveniente de um experimento para o outro
como a possivel diferenca na incidéncia de luz em diferentes pontos casa de vegetacao alterando
a taxa fotossintética de uma planta para a outra. Apds o término do primeiro experimento, as
plantas foram aleatoriamente misturadas para limitar possiveis influéncias de tratamentos
anteriores sobre o0s experimentos futuros. O intervalo entre os experimentos foi de dois meses
e meio. O segundo experimento avaliou as seguintes pastas: Acido Acético 10%, Clomazone
0,45 uM, CEPA 3%, Metil Jasmonato 100 mM (MeJA), NaCl 1,5M ou pasta base sem
adjuvante (Controle). Neste ensaio, também foram aplicadas pastas em ferimentos nas trés
porcdes de altura do caule. O ensaio foi conduzido por duas semanas, totalizando duas coletas.
O terceiro ensaio avaliou as seguintes pastas: Acido Acético 50% (AA), Clomazone 0,45 pM,
Metil Jasmonato 10 e 100 mM (MeJa) ou pasta base sem adjuvante (Controle). Neste ensaio,
foram aplicadas pastas em ferimentos apenas na por¢cdo mediano-basal (ponto médio entre a
regido basal e mediana) do caule e as mesmas foram reaplicadas semanalmente. O ensaio foi

conduzido por quatro semanas, totalizando quatro coletas.

Nos dois primeiros experimentos de resinose foram utilizadas doze plantas por tratamento e no
ultimo, oito plantas. O nimero de replicatas foi revisto com base na literatura (FRANCESCHI,
KREKLING; CHRISTIANSEN, 2002), bem como em funcéo de questdes logisticas de espaco
na casa de vegetacéo.
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ANOVA
TUKEY 5%

Figura 5: Desenho experimental utilizado. A. Pequenas porcOes da casca de plantas jovens (2 anos), cultivadas
em casa de vegetacdo, foram removidas em trés diferentes pontos (ou um no caso do terceiro experimento), seguido
aplicacéo de pasta indutora conforme as composicdes indicadas. B. Durante quatro semanas apds a aplicagdo da
pasta coletou-se a resina acumulada no local, sendo efetuada a reaplicacdo da pasta apds a segunda coleta, sem
realizacdo de nova incisdo. C. A resina foi armazenada em microtubos e realizou-se a pesagem dos tubos a cada

semana a fim de avaliar a producéo de resina durante o tratamento.

4.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE cDNA

Plantas jovens de Pinus elliottii (2 anos) diferentes das usadas nos experimentos de
resinose foram selecionadas para coleta de material genético e avaliagdo da expressao génica
de uma a-pineno sintase da rota de biossintese de terpenos. Cinco plantas foram selecionadas
para aplicacdo das pastas Controle, CEPA e MeJa. Um ferimento foi feito na porcéo basal da
planta e a pasta correspondente foi aplicada no local (Figura 6 a). Apos cinco dias, a casca
(composta majoritariamente de tecido lignificado) das arvores foi removida a fim de expor o
tecido abaixo (principalmente cambio e xilema jovem) para ser coletado (Figura 6 b). Uma
por¢édo de 5 cm acima/5 cm abaixo do local do ferimento foi raspada a uma profundidade leve
(Figura 6 c) e o tecido coletado em microtubos de 1,5mL foi imediatamente congelado em

nitrogénio liquido.
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Figura 6: Extracdo de material vegetal utilizado para analise de expressdo génica. Arvore jovem de Pinus
elliotti 5 dias ap6s aplicacdo da pasta (a), sendo posteriormente removida sua casca para coleta (b). O tecido

exposto foi entdo raspado (c) e processado para analise.

Sistema de microrresinagem em Pinus elliottii Engelm. para selegdo de adjuvantes indutores de resinose



28

O tecido coletado foi macerado manualmente em almofariz com auxilio de pistilo e foi e
mantido em nitrogénio liquido até a adi¢do do tampé&o de lise PureLink™ Plant RNA Reagent
(Invitrogen) para extracdo do RNA total das amostras de cada arvore. O RNA total foi extraido
conforme o protocolo PureLink™ Plant RNA Reagent (Invitrogen). A concentracdo de RNA
total foi determinada utilizando um espectrofotometro UV (Nanodrop, Thermo Scientific). O
RNA extraido foi posteriormente armazenado a -80 °C.

A concentracdo de RNA extraido foi padronizada (1jg) e o mesmo foi tratado com 1U de
DNAse e o tampdo de reacdo para DNAse | (Life Technologies) antes da sintese de cDNA.
Todo o RNA foi transcrito reversamente utilizando iniciadores oligo-dT e a enzima M-MLV
transcriptase reversa (Life Technologies) em um volume final de 20uL de reacdo. O cDNA

sintetizado foi diluido para a concentracdo de 1:50 para reacfes de qPCR.

4.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE ALFA-PINENO SINTASE POR gPCR

As reacdes de qPCR foram conduzidas em quadruplicata técnica para cada amostra, em
um volume de 20puL de reacdo e concentracBes de reagentes conforme a literatura (DE LIMA
et al., 2016). Todas as analises foram feitas utilizando trés plantas (replicatas bioldgicas) por
tratamento. As reac6es foram conduzidas utilizando placas 6pticas com 48 pocos (MicroAmp™
Applied Biosystems) em aparelho de PCR em Tempo Real StepOne™ (Applied Biosystems),
de acordo com instrucdes do fabricante. A programacédo do PCR incluiu a desnaturacao inicial
de 5mina95 °C, seguido de 40 ciclos de 155a95°C, 10sa 60 °C e 15s a 72 °C, posteriormente
as amostras foram mantidas por 2 min a 40 °C a aquecidas de 55 a 90 °C com um aumento de
0.1 °C/s para produzir a curva de desnaturacdo dos produtos amplificados. As curvas de
desnaturacdo foram analisadas a fim de validar a especificidade do produto amplificado. Os
dados foram analisados pelo método comparativo Cq (método de ciclo quantitativo) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). A eficiéncia do PCR na fase exponencial foi calculada para cada
amplificacdo individual utilizando o software LinReg (RAMAKERS et al., 2003). O gene UBI
(Ubiquitina) foi utilizado como normalizador para a expressao de PtTPS-(+)apin com base em
resultados publicados para arvores de Pinus adultas (DE LIMA et al., 2016) (Tabela 3). Em

cada placa, a média da eficiéncia do PCR para cada amplicon foi determinada.
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Tabela 3: Descricao, funcao, sequéncia e nimero de acesso do gene utilizado como normalizadores

e da enzima terpeno sintase analisada

Gene Abreviacéo Funcéo Sequéncia do Primer Ndmero de
utilizada (5°-3’) (forward/reverse) Acesso
GenBank

Ubiquitina uBlI Complexo  de (DE VEGA-
sinalizagdo para GATTTATTTCATTGGCAGGC/ BARTOL et
degradacéo AGGATCATCAGGATTTGGGT al., 2013)
proteica,
controle da
traducdo, reparo
de DNA,
regulacdo da
endocitose.

Pinus taeda (+)-  PtTPS-(+)apin  Sintese de (+) - CGACAACATCAACGAAATGG/ AA061228

« pineno sintase

a-pineno

TCGAACGTGGGAAGATAACC

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e analisados por

ANOVA, seguida de teste Tukey ou teste t-Student, conforme apropriado. Para todos 0s casos,

usou-se um P < 0.05). As analises usaram o pacote estatistico GraphPad Prism 7. As analises

aqui descritas foram realizadas seguindo um layout completamente aleatorio e utilizando pelo

menos triplicadas bioldgicas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 AVALIAC}AO DA PRODUC}AO TOTAL DE RESINA ENTRE OS TRATAMENTOS

A comparacao da producéo de resina total entre os tratamentos no primeiro experimento
de resinagem ao longo do periodo testado (Figura 7) revelou que apenas plantas submetidas ao
tratamento com Metil Jasmonato (MelJa), isolado ou em combinacdo com Isoleucina
apresentaram producéo de resina significativamente maior quando comparadas ao restante dos
tratamentos. Plantas submetidas ao tratamento com CEPA e Isoleucina apresentaram
aparentemente o segundo maior nivel de producdo, seguidos das plantas submetidas ao
tratamento controle e com acidos organicos, que apresentaram producdo possivelmente menor.
No entanto, nenhum dos demais tratamentos demonstrou diferenca estatistica significativa em
relacdo ao controle. A analise cinética de producédo ao longo das semanas também indicou maior
producdo de resina nos tratamentos contendo MeJa em relacdo aos demais tratamentos para

estimulo a resinose (Figura 8).

Producéao de resina total de arvores com 2 anos de idade de
P. elliottii apés 4 semanas sob efeito de pastas
indutoras com diferentes composigoes
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Figura 7: Comparagao da producéo de resina apos aplicagédo no ferimento de pastas com os adjuvantes CEPA
(ET), Acidos Organicos (AO), Isoleucina (Iso) Metil Jasmonato (MeJA), MeJA + Iso, ou pasta base sem adjuvante
(controle). P < 0,05. Dados expressos em média + erro padrdo da média.
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Cinética da producao semanal de resina
de arvores com 2 anos de idade
de Pinus elliottii sob o efeito de
diferentes pastas indutoras
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Figura 8: Cinética de producdo de resina apés aplicacéo no ferimento de pastas com os adjuvantes CEPA (ET),
Acidos Organicos (AO), Isoleucina (Iso) Metil Jasmonato (MeJA), MeJa + Iso, ou pasta base sem adjuvante

(controle). Dados expressos em média + erro padrdo da média.

Pastas contendo MeJa causaram aumento na producdo de resina nas primeiras duas semanas,
ocorrendo queda posterior para a pasta MeJa + Iso, mas ndo para a pasta apenas com MeJa. O
tratamento com a pasta contendo CEPA causou pequena queda de producdo da 22 para a 32
semana, ocorrendo pequeno aumento para a 42 semana de tratamento, 0 mesmo ocorrendo para

plantas tratadas com as pastas com Iso e Controle.

No segundo experimento, novas pastas foram analisadas, enquanto MeJa e CEPA foram
mantidas para fins comparativos. Novamente, apenas as arvores tratadas com Mela
apresentaram producdo de resina estatisticamente superior aos demais tratamentos (Figura 9).
De fato, este estudo € o primeiro que avalia diretamente o efeito de MeJa na producdo de resina
em arvores jovens de Pinus elliottii. Plantas tratadas com Clomazone, porém, apresentaram um

pico de produgdo na semana subsequente a aplicacdo da pasta (12 Semana) (Figura 10),
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decaindo posteriormente. Com base nesta observacdo, apesar das diferengas ndo serem
significativas em relacdo ao controle, o experimento subsequente foi adaptado para reaplicagéo
da pasta indutora ap0s cada coleta a fim de avaliar a possibilidade de potencializar o efeito e

verificar diferencas em possiveis padrdes de producéo.

Producao de resina total de arvores com 2 anos
de idade de P. elliottii apés 2 semanas sob
efeito de pastas indutoras com diferentes composi¢coes
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Figura 9: Comparacéo da producdo de resina total (segundo experimento) de duas semanas apés aplicacdo no
ferimento de pastas com os adjuvantes Acido acético, Clomazone, CEPA, Metil Jasmonato (MeJA), Cloreto de
Sodio (NaCl) ou pasta base sem adjuvante (Controle). P < 0,05. Dados expressos em média + erro padrdo da média

Magnus Riffel Kerber. Porto Alegre: LFV/CBIOT/UFRGS, 2018



33

Cinética da producdo semanal de resina
de arvores com 2 anos de idade
de Pinus elliottii sob o efeito de
diferentes pastas indutoras
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Figura 10: Cinética da producéo de resina (segundo experimento) apos aplicacdo no ferimento de pastas com
os adjuvantes Acido acético, Clomazone, CEPA, Metil Jasmonato (MeJA), Cloreto de Sodio (NaCl) ou pasta base

sem adjuvante (Controle). P < 0,05. Dados expressos em média + erro padrdo da média.

Apesar de estudos e experimentos sobre pastas indutoras buscarem adjuvantes que sejam mais
baratos do que aqueles utilizados na indudstria atualmente (DA SILVA RODRIGUES-
CORREA; FETT-NETO, 2013; RODRIGUES-CORREA; DE LIMA; FETT-NETO, 2013),
MelJa possui um excelente desempenho estimulando a resinose de arvores jovens de Pinus. Seu
custo é aproximadamente 4 vezes maior do que CEPA, porém, mediante possiveis diminuigdes
na concentracdo de MeJa na pasta, talvez o seu uso venha a ser vantajoso na relagdo “custo x

beneficio”.

Apdbs experimentos anteriores realizados por nosso grupo, constatou-se que MeJa 100 mM
induziu maior teor de resinose em plantas de 1 ano de idade (dados ndo mostrados). Porém a
concentracdo de 10 mM de MelJa j& pode induzir a sintese de terpeno sintases e inclusive
aumentar a concentracdo de monoterpenos quando comparado com tratamentos de 100 mM

(MARTIN, 2002). Entdo, no terceiro ensaio foi utilizada também a concentracdo de 10mM para
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0s experimentos de resinagem e avaliacdo dos efeitos sobre a producdo de resina. Os
tratamentos de MeJa 100 mM, Clomazone foram mantidos e Acido Acético sofreu um aumento

para 50% de concentracdo na pasta.

A pasta contendo MeJa 10 mM induziu resinagem maior do que todos os tratamentos, exceto
MeJa 100 mM que novamente foi a concentracdo com maior teor de resina produzida (Figura
11). Os dados cinéticos (Figura 12) revelaram que a reaplicacdo da pasta, apesar de produzir
mais resina bruta ao final do experimento comparado aos experimentos anteriores, pode nao ser
benéfica a longo prazo quanto a exsudacdo de resina, fazendo com que as arvores atinjam um
pico de producdo mais rapidamente e que decai nas semanas seguintes devido a um efeito que
aparenta ser oriundo de estresse. MeJa 100 mM manteve uma producdo relativamente constante
até a segunda semana, ocorrendo queda nas semanas seguintes. MeJa 10 mM aumentou a
producdo da primeira para a segunda semana, porém apresentou um efeito de decaimento
analogo a MeJa 100 mM nas semanas seguintes. A reaplicacdo da pasta com Clomazone, no
entanto, fez com que a producao de resina se manteve relativamente constante, eliminando o
efeito efémero observado no experimento anterior. Os demais tratamentos apresentaram

pequeno aumento até a segunda semana e depois a producao decaiu.
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Producgéo de resina total de arvores com 2 anos
de idade de P. elliottii apos 4 semanas sob
efeito de pastas indutoras com diferentes composigoes
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Figura 11: Comparacao da producgdo de resina (terceiro experimento) de quatro semanas apés aplicacdo no
ferimento de pastas com os adjuvantes Acido Acético 50%, Clomazone, Metil Jasmonato 10 mM (MeJA 10mM),
Metil Jasmonato 100 mM (MeJA 100mM) ou pasta base sem adjuvante (Controle). Dados expressos em média +

erro padrdo da média. Tratamentos compartilhando uma ou mais letras apresentam equivaléncia estatistica.

Cinética da producédo semanal de resina
de arvores com 2 anos de idade
de Pinus elliottii sob o efeito de
diferentes pastas indutoras
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Figura 12: Cinética da Comparacdo da producdo de resina (terceiro experimento) apos aplicagdo no

ferimento de pastas com os adjuvantes Acido Acético 50%, Clomazone, Metil Jasmonato 10 mM (MeJa 10mM),
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Metil Jasmonato 100 mM (MeJA 100mM) ou pasta base sem adjuvante (Controle). Dados expressos em média +

erro padrdo da média.

O efeito promotor de Mela sobre a resinose de Pinus jovens foi evidente. Um calculo
relativamente simples pode ajudar na discussao sobre a viabilidade comercial e o custo de uma
pasta contendo 100 mM de MeJa quando comparamos com CEPA 3%, utilizado atualmente. A
cada aplicacdo em plantas adultas, aproximadamente 3 mL de pasta saem da bisnaga e séo
colocadas sobre o ferimento na arvore. O custo aproximado de cada aplicacdo comparando cada
pasta pode ser estimado. Considerando a densidade da mistura base da pasta de agua e glicerol

(1:1) sendo de aproximadamente 1,10g/mL temos que:

Massa de aplicacdo: 3 mL X Lﬂt—Lg =33g

Para CEPA 3%, o custo/aplicacdo pode ser calculado com:

Massa de CEPA/aplicacéo: 0,1g

Custo/aplicagdo: 0,0001kg x 1.154}'{’—5 ~ 0,12US$

O custo estimado por aplicacdo para a pasta de MeJa 100 mM (utilizado em solucéo vendida
separadamente) também pode ser obtido:

Volume de aplicacdo: 3 mL
Massa Molar: 224,3g/mol

Massa de MeJa/aplicacéo: 0,67¢

Custo/aplicagdo: 0,00067kg X 4.584;]—; = 3,07 US$

Portanto, a aplicacdo de MeJa custa cerca de 26 vezes mais do que a de CEPA 3%. O uso da
concentracdo de 10mM pode reduzir este valor para 2,6 vezes. E verdade também que MelJa
induziu em média mais do que o dobro de produgdo de resina estimulada por CEPA nos
experimentos realizados neste trabalho (Figuras 7 e 9). A combinacdo de resultados
experimentais com os custos calculados sugere que, apesar de mais caro inicialmente, MeJa em
baixa concentracdo pode induzir aproximadamente o dobro de resina quando comparado com

o principal indutor utilizado de pastas comerciais, pelo menos no sistema experimental testado.
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Maiores concentracdes de CEPA podem ser testadas nas plantas visto o seu custo ser inferior,
porém a concentracdo utilizada nos experimentos j& é a mesma empregada comercialmente em
areas de plantio com plantas adultas. A confirmacéo dos resultados obtidos em plantas adultas
comparando CEPA 3% versus MeJa 100 mM complementaria a constatacdo do potencial
biotecnoldgico do Gltimo como indutor de resinose em &reas de plantio de Pinus para producao
comercial. E importante ressaltar, no entanto, que os resultados no sistema de microresinagem
precisam ser avaliados em campo com florestas comerciais. Levando-se em conta que CEPA é
eficaz em sistema de producdo com arvores adultas, mas pouco eficiente em sistema de
microrresinagem, é possivel que o potencial indutor de resinose de MeJa em plantas adultas

seja expressivamente maior do que em plantas jovens.

5.2 DIFERENCAS DE PRODUCAO NO PONTO DE APLICACAO DA PASTA

A producdo de resina nos diferentes pontos de aplicacdo no primeiro experimento de
resinagem foi maior que nos pontos mediano e basal comparados ao ponto apical (Figura 13).
Esta tendéncia geral foi significativa no tratamento controle e na associacdo MeJa + 1so. As
demais pastas ndo apresentaram diferenca estatistica entre os pontos. As composi¢des contendo
Jasmonato (MeJa e MelJa + Iso) mostraram maior producdo de resina em todos 0s pontos
guando comparadas as demais. A analise de resinose por ponto do segundo ensaio revelou que

a producéo de resina foi maior nos pontos mediano e basal (Figura 14).
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Figura 13: Producéo de resina (experimento 1) em ferimentos feitos em diferentes alturas do caule (basal,
mediano, apical) tratados com pastas com os adjuvantes CEPA, Acidos Organicos (AO), Isoleucina (Iso) Metil
Jasmonato (MeJA), MeJA + Iso, ou pasta base sem adjuvante (controle). Dados expressos em média + erro padrdo

da média. Barras compartilhando uma ou mais letras apresentam equivaléncia estatistica. “ns” — ndo significativo.

Efeito sobre a resinose:
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Figura 14: Producdo de resina (experimento 2) em ferimentos feitos em diferentes pontos do caule (basal,
mediano, apical) tratados com pastas com os adjuvantes CEPA, Clomazone, NaCl, Metil Jasmonato (MeJa) , Acido
Acético, ou pasta base sem adjuvante (controle). Dados expressos em média + erro padrdo da média. Barras

compartilhando uma ou mais letras apresentam equivaléncia estatistica. “ns” — néo significativo.
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Experimentos futuros de resinose, assim como realizado no terceiro ensaio desta série, poderdo
utilizar apenas a regido mediano-basal do caule para a realizacdo do ferimento e aplicacédo da

pasta indutora.

5.3 EFEITO OBSERVADO NA REGENERACAO DE TECIDOS DO CAULE

Ao longo do primeiro experimento de resinose, a pasta contendo AO causou um efeito
distinto no caule das arvores onde a pasta foi aplicada. O tecido apresentou aparente

regeneracao acelerada quando comparado com outros tratamentos (Figura 15 e Figura S1).
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Figura 15: Efeito de regeneracdo observado A. As arvores tratadas com a pasta contendo AO apresentaram
possivelmente um efeito de regeneracdo ao final do experimento, exsudando pouca ou nenhuma resina no local
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afetado, além da formacé&o aparente de tecido jovem na 4°semana de coleta diferente de outros tratamentos como
B. Controle e C. MeJa + Iso.

O local afetado com a pasta contendo AO apresentou pouca ou nenhuma resinose ao final do
experimento. O desenvolvimento de uma pasta que estimule a regeneragdo mais acelerada de
tecido no local afetado em plantas também pode ser interessante para outras aplicagdes. Hirano
e colaboradores (1996) descrevem a regeneracdo de tecido em camélias através da aplicacédo de
quitina no local do dano. A regeneracéo de tecido mais eficiente protege a planta do ataque de
fungos patogénicos, estimula a cicatrizagdo em enxertias e outros tipos de ferimentos (NEELY,
1988; HIRANO et al., 1996; MELNYK, 2017).

5.4 EXPRESSAO GENICA DE a-pineno SINTASE

A comparacdo da expressdo génica entre os tratamentos apresentou diferenca na
expressdo de gene codificador de uma a-pineno sintase (Primer “PtTPS-(+)apin ”). As plantas
tratadas com MeJa apresentaram maior expressdo quando comparadas com Controle e CEPA
(Figura 16).
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Figura 16: Expressdo de relativa de a-pineno sintase entre diferentes tratamentos de pasta indutora com os
adjuvantes CEPA, Metil Jasmonato (MeJA) ou controle sem adjuvante. P < 0,05.
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O resultado de expressao relativa indica que MeJa pode induzir um aumento mais acentuado da
expressdo de genes cujas enzimas estdo envolvidas na rota de biossintese de terpenos. A enzima
a-pineno sintase esta envolvida na producdo de compostos majoritarios presentes na resina de
Pinus, e a maior expressao de seu respectivo RNA mensageiro estaria relacionada com maior
teor resinifero nas arvores. O resultado é confirmado quando analisamos o teor de produgéo de

resina pelas mesmas arvores (Figura 17).

Producao de resina total de arvores com 2 anos
de idade de P. elliottii apés 5 dias sob
efeito de pastas indutoras com diferentes composicoes
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Figura 17: Producao de resina ap6s 5 dias da incisdo do ferimento entre diferentes tratamentos de pasta indutora
com os adjuvantes CEPA, Metil Jasmonato (MeJa) ou controle sem adjuvante. P < 0,05. Tratamentos

compartilhando uma ou mais letras apresentam equivaléncia estatistica. Dados expressos em média + erro padrdo.

Apesar da coleta ter sido feita sete dias apds a aplicagdo das pastas para os experimentos de
resinagem, cinco dias foram suficientes para observar diferengas estatisticas neste parametro
para plantas tratadas com MeJa em comparagao aos outros tratamentos. E importante também
considerar que ocorrem outros niveis de regulacdo nao transcricionais na biossintese de resina,
bem como héa provavel envolvimento de outras isoformas de alfa-pineno sintase na producao

do monoterpeno a-pineno (DE LIMA et al., 2016).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

MeJa é um potente indutor de defesa em plantas, estimulando a geracdo de novos dutos
de resina em coniferas, induzindo aumento na expressdo de terpeno sintases (MARTIN, 2002,
2003; HUDGINS; FRANCESCHI, 2004; MILLER et al., 2005; WASTERNACK; HAUSE,
2013) e consequentemente maior acimulo de resina, conforme constatado neste trabalho.
Ambas as pastas contendo MeJa causaram aumentos na producao de resina significativamente
superiores as demais e sua reaplicacdo semanal também favoreceu maior producdo de resina
bruta, porém com aparente efeito de estresse nas plantas com o passar do tempo, resultando em
gueda de producdo. Este trabalho mostrou correlacdo da aplicacdo de MeJa em ferimento e
producdo de resina. A utilizacdo de MeJa em pastas comerciais dependera de testes em plantas
adultas em idade comercial para aferir a producdo de resina e comparéd-la com valores

comerciais.

Apesar de consolidado como adjuvante na industria, CEPA pode ter um desempenho inferior a
MeJa em plantas adultas visto que a diferenca de producdo entre os indutores foi de
aproximadamente duas vezes no sistema de microrresinagem, porém esses resultados apenas
podem ser confirmados mediante experimentos em campo. Foi verificado também que €
possivel observar diferenca estatistica de producéo de resina e comparar o efeito resinifero em
plantas jovens, sendo possivel reduzir custos com testes envolvendo muitos adjuvantes
relativamente ao trabalho com florestas de Pinus adultas. O sistema de microrresinagem parece
ser menos sensivel a estimulacdo, possivelmente por plantas jovens possuirem perfis de
producéo distintos daqueles de plantas adultas, de modo que somente adjuvantes mais potentes
sdo distinguidos. De qualquer forma, este maior limiar de deteccdo da atividade promotora de
resinose ndo deixa de ser valido em termos de maiores chances de sucesso de utilizagdo em

sistema comercial.

Também foi possivel analisar a efetividade de diferentes pastas indutoras em um curto periodo,
permitindo que apenas os adjuvantes com efeito promissor futuramente avancem a testes em

plantas adultas para extracdo comercial de resina. A analise da expressdo génica do gene

Sistema de microrresinagem em Pinus elliottii Engelm. para selecdo de adjuvantes indutores de resinose



44

codificador de uma enzima terpeno-sintase envolvida na biossintese de um monoterpeno
majoritario apontou correlacdo molecular com os dados de produgéo de resina. Ensaios futuros
poderdo envolver a analise de diferentes concentracfes de compostos como MeJa e CEPA, bem
como diferentes combinagdes de adjuvantes. Testes de expressdao génica para diferentes
enzimas envolvidas na rota de biossintese de terpenos ajudardo a elucidar mais detalhadamente
diferencas pontuais de expressdo entre os tratamentos. Por fim, a comparacdo do perfil de
resinose basal entre individuos avaliados no sistema de microrresinose pode fornecer uma

maneira mais rapida e relativamente precoce de identificar individuos superresinosos.
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7 FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura S1. Fotografias comparativas entre os tratamentos do primeiro experimento. A: Controle; B: CEPA,;

C: Isoleucina; D: Metil Jasmonato; E: Metil Jasmonato + Isoleucina; F: Acidos Organicos.
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