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RESUMO

A espécie Duroia macrophylla Huber (Rubiaceae) € produtora de metabdlitos
secundarios importantes destacando-se os alcaloides inddlicos com atividade
antitumoral e antituberculose. Este trabalho teve como objetivo estabelecer
culturas de plantulas, calos e suspensdes in vitro da espécie, assim como avaliar o
efeito de diversos elicitores no perfil quimico dos calos de D. macrophylla. Foram
usados como explantes as sementes dos frutos de D. macrophylla para a
germinacgao e crescimento das plantulas in vitro. As sementes foram submetidas a
diferentes tratamentos e foram testadas nas concentragdes de 0, 2, 5 e 10 mg.L
de acido gibereélico (AG3) para a indugdo da germinacdo em meio Murashige e
Skoog (MS). Apéds, foram usadas como explantes as folhas das plantulas
germinadas, nas quais foram testadas distintas concentragbes de reguladores de
crescimento de plantas (PGRs), sendo eles: as auxinas acido a-naftaleno acético
(ANA) e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e as citocininas N-Benzil-9-(2-
tetrahidropiranil)-adenina (BAP) e a cinetina (KIN) para a indugdo de calos. Todos
os tratamentos foram expostos a duas condicbes de luz: 24 h no escuro e
fotoperiodo de 16/8 h (claro/escuro) e ambas com temperatura constante de 26
°C. A melhor resposta (70%) para a inducdo de calos semi-friavel (CS) foi na
presencga dos reguladores de crescimento BAP e ANA na concentragédo de 2 mg.L
! para ambos. A condicdo de 24 h no escuro foi significativa para a formacéo de
calo branco e semifriavel para todas as combinacbes de PGRs e a partir desses
calos foram estabelecidas suspensdes celulares. Foram definidas as curvas de
crescimento e realizadas as analises fitoquimicas de ambas as culturas por CCDC
e RMN de 'H apresentando diferencas no crescimento e no perfil quimico de
ambas. Do fracionamento do extrato metandlico dos calos foi isolado um iridoide
glicosilado que ainda se encontra em processo de elucidagdo. Este é o primeiro
relato da presenca de iridoides na espécie. Foi avaliado o efeito de distintas
concentragdes dos elicitores NaCl, KCI, AICI3, SNP (NO), ABA e diferentes tempos
de exposicao a raios UV, no perfil quimico e na producao do iridoide nos calos. Os
resultados foram avaliados por meio de analises quimiométricas: analise de
componentes principais (PCA)/ Fuzzy e analise hierarquica de clusters (HCA). Os
elicitores SNP e AICIl; mostraram ter maior efeito no perfil quimico e na produgao
do iridoide nos calos, enquanto NaCl, KCI e ABA inibiram a produ¢do do mesmo.
Os resultados encontrados neste trabalho demonstram o grande potencial do uso
da elicitagdo nos calos da espécie D. macrophylla e estimulam a continuagédo do
estudo visando a indugao da produgcao dos metabdlitos ativos da planta.



ABSTRACT

Duroia macrophylla Huber (Rubiaceae) is a species that produces important
secondary metabolites, highlighting the indole alkaloids with antitumoral and
antituberculosis activities. The objective of this work was to establish seedling
cultures, calluses and cell suspensions in vitro of the species, as well as to
evaluate the effect of various elicitors on the chemical profile of calluses of D.
macrophylla. Seeds from D. macrophylla fruits were used as explants for in vitro
germination and seedling growth. The seeds were submitted to different treatments
and were tested at concentrations of 0, 2, 5 and 10 mg.L™ of gibberellic acid (GAs)
for the induction of germination in Murashige and Skoog (MS) medium. The
germinated seedlings were then used as explants in which different concentrations
of plant growth regulators (PGRs) were tested, such as a-naphthalene acetic acid
(ANA) and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid ( 2,4-D) and the cytokinins N-Benzyl-9-
(2-tetrahydropyranyl)-adenine (BAP) and kinetin (KIN) for callus induction. All
treatments were exposed to two light conditions: 24 h in the dark and photoperiod
of 16/8 h (light / dark), both with a constant temperature of 26 °C. The best
response (70%) for the induction of semi-friable callus (SC) was in the presence of
growth regulators BAP and ANA at the concentration of 2 mg.L'1 for both. The 24 h
condition in the dark was significant for the formation of white and semi-friable
callus for all combinations of PGRs and from these callus cell suspensions were
established. Growth curves were defined and the phytochemical analyzes of both
cultures were performed by TLC and "H NMR showing differences in growth and
chemical profile of both. From the fractionation of the methanolic extract of the
callus was isolated an iridoide-glycoside that is still in the process of elucidation.
This is the first report of the presence of iridoids in the species. The effect of
different concentrations of the NaCl, KCI, AICI;, SNP (NO), ABA and different UV
exposure times on the chemical profile and iridoid production in the callus was
evaluated. The results were evaluated by chemometrics analysis: Principal
Component Analysis (PCA)/ Fuzzy and Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and
fuzziThe elicitors SNP and AICl; were shown to have a greater effect on the
chemical profile and the production of the iridoid in the calluses, whereas NaCl,
KCI and ABA inhibited its production. The results obtained in this work demonstrate
the significant potential of the use of elicitation in calluses of the species D.
macrophylla and encourage the continuation of the study aiming the induction of
the production of the active metabolites of the plant.
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1 INTRODUGAO

As plantas tém a capacidade de sintetizar uma extensa variedade de
metabdlitos secundarios, que servem como defesa quimica e protecdo contra
herbivoros ou patégenos microbiolégicos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).
A producado de metabdlitos secundarios por meio de cultivo de plantas em campo
tem muitas desvantagens como os baixos rendimentos e flutuagcdo nas
concentragcdes devido as variagbes ambientais (MURTHY; LEE; PAEK, 2014). A
fim de evitar essa variagéo, surgiu o interesse pela utilizagdo de tecnologias de
cultura de tecidos de plantas (FUMAGALI et al., 2008).

A cultura de tecidos vegetais utiliza a cultura de células, tecidos, 6rgéos e
seus componentes sob condi¢cbes fisicas e quimicas definidas in vitro que
proporcionam a cultura um ambiente propicio para seu crescimento e
multiplicagdo (HUSSAIN et al., 2012; THORPE, 2012). Dentre os principais tipos
de culturas de tecidos vegetais in vitro para a produgdo de metabdlitos
secundarios encontram-se 0s calos que s&o uma massa de células vegetais e as
suspensdes celulares (BOURGARD, 2001) nas quais € possivel maximizar a
producdo da biomassa e metabdlitos de interesse (OCHOA-VILLARREAL et al.,
2016).

O crescimento de células vegetais pode ser avaliado para construir um
perfil de crescimento celular que pode entdo ser subdividido nas fases /ag,
exponencial, linear, estacionaria e de morte. Esse perfil pode ser modelado em
modelos matematicos, como por exemplo a equacdo de Gompertz que permite a
determinacdo de importantes valores de parametros cinéticos o qual facilitara a
otimizagao dos bioprocessos (OMAR et al, 2006).

A producédo de metabdlitos secundarios de plantas pela técnica de cultura
de tecidos vegetais ainda enfrenta muitas limitagdes biotecnoldgicas, como o
baixo rendimento dos metabdlitos secundarios das plantas nas culturas vegetais.
Por isso, algumas estratégias vem sendo desenvolvidas para melhorar o
rendimento desses metabdlitos (ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005). Essas

estratégias incluem o tratamento com varios elicitores, que sdo substancias
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quimicas ou fatores fisicos, que podem desencadear uma resposta de estresse
nas culturas, resultando no acumulo de metabdlitos secundarios (VASCONSUELO
e BOLAND, 2007).

A espécie Duroia macrophylla Huber (Rubiaceae) tem sido estudada por
possuir atividades biologicas interessantes. A espécie é produtora de triterpenos e
alcaloides com atividade frente a Mycobacterium tuberculosis (MARTINS et al.,
2013) e alcaloides inddlicos com atividade antitumoral (NUNEZ e
VASCONCELLOS, 2012). Em calos multiformes da espécie so foi encontrada a
presenca de terpenos (ZANCA, 2015; TANANTA, 2017), porém, eles produzem
proteinas envolvidas na sintese de alcaloides, o qual confirma que os mesmos
possuem a capacidade de sintetizar os alcaloides de interesse farmacéutico
(COELHO, 2019).

Varias técnicas analiticas para a caracterizagdo de metabdlitos de plantas
vém sendo usadas, por exemplo a Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN), as
quais sao usadas junto com técnicas multivariadas ou de reconhecimento de
padrées que permitem analisar conjuntos de dados complexos (WANG, 2007). A
analise multivariada usada no tratamento de dados quimicos, € chamada de
Quimiometria (SENA e POPPI, 2000). Uma das analises multivariadas mais
usadas na quimiometria € a Analise de Componentes Principais (ACP) a qual
identifica amostras parecidas e acaba agrupando-as. Também pode ser usado um
meétodo que envolve o uso de fungdes de associagéo fuzzy (difusas) que agrupa
os dados em subconjuntos (clusters) (BRERETON, 2007).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabodlitos Secundarios

As plantas sdo historicamente fontes naturais importantes de substéncias
biologicamente ativas e com uma enorme variabilidade quimica estrutural,
utilizadas por séculos pelos seres humanos na sua vida cotidiana como
medicamentos, sendo até hoje empregados em clinicas (BRAGA; RATES;
SIMOES, 2017; CETIN, 2014; FRANCA, 2017). O uso de produtos naturais na
sociedade representa uma alternativa entre as fontes de insumos necessarios
para a vida cotidiana, por ter a vantagem de serem renovaveis (BERNARDES et
al., 2017). Até o ano de 2015 tinham sido identificados aproximadamente 325.000
produtos naturais (BANERJEE et al., 2015) dos quais, segundo PEREZ-ALONSO;
JIMENEZ (2011), 100.000 s&o de origem vegetal e aproximadamente 1.600 novas
estruturas quimicas de plantas superiores sdo descritas a cada ano, das quais um
grande numero possui atividade bioldgica.

As plantas tém a capacidade de sintetizar uma extensa variedade de
moléculas organicas chamadas metabdlitos secundarios, que servem como
defesa quimica e protecdo contra ataques de herbivoros ou patégenos
microbiolégicos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000), além de protec&o contra a
seca, salinidade e a radiacdo UV (CETIN, 2014). Alguns deles agem como
atrativos (odor, cor ou sabor) para animais polinizadores e dispersadores de
sementes, atuando também como agentes na competicdo planta-planta e nas
simbioses plantas-microrganismos (TAIZ e ZEIGER, 2010).

Esses metabdlitos secundarios sdo produzidos em partes especificas de
plantas em estagios de desenvolvimento definidos. As quantidades s&o
frequentemente baixas (menos de 1% do peso seco) e altamente variaveis
(DAVEY, 2017). Os metabdlitos secundarios vegetais produzidos pelas plantas,
podem ser divididos em trés principais classes quimicas: as substancias fendlicas,
os terpenos e os alcaloides (substancias nitrogenadas) (TAIZ e ZEIGER, 2010).
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2.1.1 Substancias fendlicas

As plantas produzem uma grande diversidade de metabdlitos secundarios
que contém um anel aromatico com um grupo hidroxila funcional, chamado fenol.
As substéancias que contém esse grupo fenol, sdo chamadas substancias fendlicas
e sao formadas a partir de duas rotas basicas: a rota do acido chiquimico e a do
acido maldnico (DEWICK, 2002). Constituem um grupo de metabdlitos muito
diverso, com aproximadamente 100.000 moléculas conhecidas (TAIZ e ZEIGER,
2010). Este grupo inclui metabolitos derivados da condensagé&o de unidades de
acetato (terpenoides), aqueles produzidos pela modificagdo de aminoacidos
aromaticos (fenilpropanoides: acidos cinamicos, precursores de lignina, acidos
hidroxibenzdicos, catecdis e cumarinas), flavonoides, isoflavonoides, taninos e
dihidroxifenois (BENNETT e WALLSGROVE, 1994).

As substancias fendlicas sado de consideravel importancia fisiologica e
morfolégica nas plantas, ja que estas substéncias desempenham um papel
importante no crescimento e na reproducido, proporcionando prote¢cdo contra
patogenos e predadores. A atividade antioxidante das substéancias fendlicas é
bastante conhecida devida a sua capacidade de eliminar os radicais livres
neutralizando-os ao mesmo tempo que se tornam espécies estaveis na forma de
radicais (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Os flavonoides constituem o maior grupo de substancias fendlicas
produzidas pelas plantas e sdo constituidos por um esqueleto basico de 15
carbonos organizados em dois anéis (DEWICK, 2002). Podem ser classificados
em flavonas, flavondis, flavononas, flavanois e antocianidinas (Figura 1). Os
flavonoides, além de serem estudados como moléculas antioxidantes, também
vem sendo estudados com prote¢do contra doencas cardiovasculares e certas
formas de cancer (CHAHAR et al., 2011; PIETTA, 2000; PETERSON et al., 2012).
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Flavanol Antocianidina

Figura 1. Estruturas gerais principais de classes de flavonoides

2.1.2 Alcaloides

Os alcaloides constituem um grande grupo de metabdlitos secundarios,
com mais de 15.000 moléculas conhecidas e que sdo encontrados em
aproximadamente 20% das plantas superiores (TAIZ e ZEIGER, 2010). Séo
conhecidos por seu mecanismo de protegcdo contra herbivoros e alguns parasitas
(GRYCOVA, 2007). O termo alcaloide vem da palavra alcali pois geralmente
apresentam caracteristicas basicas, porém também existem em forma neutra e até
acida. Sao caracterizados por serem substancias organicas ciclicas que contém
nitrogénio nas suas estruturas ligadas em anéis (KLEIN-JUNIOR e HENRIQUES,
2017).

A maioria dos alcaloides sdo sintetizados a partir de aminoacidos comuns e
alguns apresentam algum componente na sua estrutura da rota dos terpenos
(TAIZ e ZEIGER, 2010). Podem ser classificados de acordo com a sua origem
biossintética. Assim sao reconhecidos 4 grupos (WINK e ROBERTS, 1998): 1) Os
alcaloides derivados dos aminoacidos ornitina, lisina, histidina, fenilalanina,
triptofano, acido antranilico e acido nicotinico, 2) alcaloides da purina, 3) terpenos
aminados 4) policetideos alcaloidais .

Os alcaloides tem diversas estruturas, distribuicdo na natureza e importantes
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atividades biolégicas com fortes efeitos fisioldgicos que apresentam oportunidades
para a utilizacdo deles na medicina humana (GRYCOVA, 2007). Os alcaloides que
apresentam potencial para o tratamento de doengas tém servido também para o
desenvolvimento de novas drogas sintéticas a partir do produto natural, com
diferentes ou mais potentes efeitos. Alguns exemplos do uso de alcaloides
extraidos de plantas no tratamento de doengas sdo como analgésicos,
anticancerigenos, antitussigenos, antimalaricos, para o tratamento de desinteria,
antineoplasticos, antiparkinsonianos, dentre outros (BARREIRO, 1990;
BERNARDES et al., 2017).

Dentre o grupo de alcaloides derivados do aminoacido triptofano
encontram-se os alcaloides inddlicos (LOYOLA-VARGAS et al., 2004). Os
alcaloides inddlicos sdo um dos grupos mais extensos, com aproximadamente
4.000 descritos e sao atualmente essenciais no tratamento de diversas doencgas.
Entre os farmacos derivados de alcaloides inddlicos encontrados nas plantas e
empregados na atualidade, encontram-se a ergotamina usada para tratar a
enxaqueca e a vimblastina como anticancerigeno, devido a isso possuem grande
importancia econémica, pois geram vendas bilionarias a cada ano (SCHRIPSEMA
e DAGNINO, 2017). Esse grupo de alcaloides & amplamente distribuido em
tecidos de plantas das familias Apocynaceae, Loganiaceae, Rubiaceae e
Nyssaceae (HAMID; RAMLI; YUSOFF, 2017).

2.1.3 Terpenos

Os terpenos, também chamados terpenoides, constituem a maior classe de
metabdlitos secundarios e sdo sintetizados a partir da acetil-CoA (rota do acido
mevalbnico) ou de seus intermediarios glicoliticos (metileritritol fosfato (MEP))
(TAIZ e ZEIGER, 2010). Os terpenos formam uma familia grande e
estruturalmente diversificada de produtos naturais derivados de unidades de
isopreno Cs (Figura 2). E sao classificadas como hemiterpenos (Cs),
monoterpenos (C1o), sesquiterpenos (C+s), diterpenos (Cz), sesterterpenos (Czs),
triterpenos (Csp) e tetraterpenos (Cs). Também existem os monoterpenos
irregulares e os iridoides (DEWICK, 2002).

25



S

Isopreno (Cs)

Figura 2. Estrutura de isopreno

2.1.3.1 Iridoides

O interesse quimico nos iridoides se deve ao papel chave desempenhado
pelo iridoide secologanina na biossintese de alcaloides indol-mono-terpenoides e
certos alcaloides isoquinolinicos (GHISALBERTI, 1998). Apesar de sua arquitetura
molecular relativamente simples, eles exibem uma notavel variedade estrutural,
sendo caracterizados pelo alto grau de oxidagdo (RIOS-GOMEZ, 2016). O
esqueleto do iridano encontrado nos iridoides (Figura 3) € de origem
monoterpenoide e contém um anel ciclopentano que geralmente € fundido a um
heterociclo de oxigénio de seis membros (BENNETT e WALLSGROVE, 1994).

Iridiano Iridoide Secoiridoide

Figura 3.Esqueletos do iridiano, iridoide e secoiridoide

Dentro da grande classe dos iridoides, quatro grupos principais podem ser
distinguidos; os iridoides ndo glicosilados, iridoides glicosilados, iridoides ésteres
acetais e os secoiridoides glicosilados.

Um grande numero de iridoides sdo encontrados como glicosideos, por
exemplo a loganina, que € um intermediario chave na biossintese de muitas outras

estruturas de iridoides, e também apresenta o caminho para uma gama de
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alcaloides inddlicos terpenoides complexos (BENNETT e WALLSGROVE, 1994).
Estdo presentes em remédios populares usados como tbénicos, sedativos,
febrifugos, remédios para tosse, remédios para feridas e desordens da pele e
como hipotensivos (GHISALBERTI,1998). Entre suas atividades biolégicas mais
destacadas estdo a neuroprotetora, antioxidante, anticancerigena (antitumoral) e
anti-inflamatéria, incluindo substéncias que estdo sendo estudadas como agentes
terapéuticos promissores (TUNDIS et al, 2008; VILJOEN; MNCWANGI,
VERMAAK, 2012).

2.2 Cultura de Tecidos Vegetais

Uma variedade de métodos diferentes tem sido desenvolvidos para a
obtengdo de metabdlitos secundarios. Uma estratégia comum, é a extragdo da
planta de origem, mas a maioria dessas plantas sdo selvagens e suas populag¢des
podem ser limitadas. Além disso, a lenta taxa de crescimento reduz o potencial de
producdo da substancia requerida, resultando em medicamentos caros (OCHOA-
VILLARREAL et al., 2016).

A producdo de metabdlitos secundarios por meio de cultivo de plantas em
campo tem muitas desvantagens como os baixos rendimentos, flutuacdo nas
concentragbes devido as variagbes geograficas e sazonais, além do proprio meio
ambiente (MURTHY; LEE; PAEK, 2014). Outro ponto importante a destacar, é que
a sintese quimica dessas moléculas muitas vezes ndo € economicamente viavel
devido as suas estruturas complexas (DAVEY, 2017). Para tentar suprir a
demanda atual por metabdlitos secundarios com atividades medicinais ha o
interesse pela utilizacdo de tecnologias de cultura de tecidos de plantas
(FUMAGALI et al., 2008) com o objetivo de obter produgdo continua, sob
condi¢cdes monitoradas, e maiores quantidades de metabolitos (FRANCA, 2017).

As células vegetais tém a caracteristica de serem totipotentes, pois cada
célula vegetal na cultura mantém informacdo genética completa e, portanto, é
capaz de produzir uma gama de produtos quimicos encontrados na planta mae. A
tecnologia da cultura de tecidos de plantas vem sendo estudada como uma
técnica alternativa segura para a produgdo e acumulagdo de metabdlitos
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secundarios, proporcionando varios beneficios além do fornecimento continuo e
confiavel dessas moléculas independentemente das variagdes sazonais, em
condi¢cbes controladas, tendo assim produtos de qualidade uniforme e maior
rendimento (ANJUSHA e GANGAPRASAD, 2017; RAMACHANDRA RAO e
RAVISHANKAR, 2002; SIMOES et al., 2009).

A cultura de tecidos vegetais utiliza a cultura de células, tecidos, 6rgéos e
seus componentes sob condi¢cbes fisicas e quimicas definidas in vitro que
proporcionam a cultura um ambiente propicio para seu crescimento e
multiplicagdo. Essas condigdes incluem o fornecimento adequado de nutrientes,
pH do meio, temperatura adequada e bom ambiente gasoso-liquido (HUSSAIN et
al., 2012; THORPE, 2012). Varios tipos de culturas de tecidos vegetais in vitro
vém sendo usadas para a producado de metabdlitos secundarios, como cultura de
células em suspenséo, calos, cultura de 6rgaos como raizes e brotos e em maior
escala usando biorreatores (Figura 4) (BOURGAUD,2001).

O estabelecimento de culturas de tecidos in vitro consiste em uma série de

etapas gerais a seguir, que podem variar dependendo do objetivo da cultura:

1. Selecao do explante

Qualquer parte separada de uma planta destinada ao uso in vitro denomina-se
explante (BARRUETO CID e TEIXEIRA, 2014) e sua selegdo depende de fatores
como: a idade do tecido (dentre eles o mais novo tera melhor resposta ao
estabelecimento in vitro), a época do ano, o tamanho do explante, qualidade da
planta (isto quer dizer que se devem usar explantes de plantas saudaveis livres de
doengas), estresse nutricional ou de agua. O explante pode ser obtido de qualquer
parte da planta, porém, pode variar dependendo do tipo de resposta esperada, por
exemplo, para a indugéo de calos, geralmente sdo usados pedagos do cotilédone,
hipocétilo, caule, folha ou embrido. Excelentes explantes para a inducdo de calos
sdo os tecidos de plantulas a partir de sementes germinadas assepticamente
(SMITH, 2013).

28



Meristema _ " Cultura de meristema
{ < / Cultura do apice do broto ,Lﬂ \
\ N N el
= o 0 s T
propagacdo a 9, " K} fJ ; - — gf’

partir de gemas
axilares

nn Apice do broto |‘,
\s‘ p

Ramlﬁcacao axilar Multlplos brotos /'
Plantulas

5 LY axilares
Q! sl T e
L) - &/ Cultura do né
\/, _ ?%;Q
e \( /i r < 40 di
g formacdo direta _
Um ou mais nés de brotos =
7 Brotos Mudas somaticas
Morfogénese ﬁ A adventicios j
direta =i Embriogénese ENEE
Explante T : genese: ¢
> direta ﬁﬁ
Embrides g
- somaticos
~ Planta mde Explante de Formac&o indireta
Propagacéo a partir de diferentes ) M de brotos
brotos adventicias ou tecidos Morfogénese @ —_— —_— —— Plantulas

embrides indireta RO 0 / Calo R Brotos adventlmos
calo no explante | \l Evbriogeiess
..\\A ﬁ /' (‘?\6 Indireta
Ry Mudas
\

partir de calo) e
Embrides sométicgs,//
R T? A

(A partir de células individuais)

/
suspensdo ===
celular

Figura 4. Esquema dos diferentes explantes e culturas que se podem estabelecer com a técnica de
cultura de tecidos (GROUT, 2017)

2. Desinfestag&o do explante

O explante é muitas vezes a principal fonte de contaminantes pois existem
microrganismos na superficie, em pequenas fendas e entre as camadas externas
delas. Para remover os contaminantes da superficie e aumentar o contato do
desinfetante se faz uma pre-desinfestacdo com sabao e agua (SMITH, 2013). Na
desinfestacdo, os desinfetantes mais usados s&o o hipoclorito de sdédio, o
hipoclorito de calcio e o etanol (70%), dentre outros (HUSSAIN et al., 2012). Os
tempos de exposi¢cao e concentragdes dos desinfetantes tem que ser testados em
cada experimento, porém sempre sera desejavel a solugdo menos concentrada
para obter explantes limpos no menor intervalo de tempo, isto trara menor
quantidade de danificacdo ao explante (SMITH, 2013). A concentragcdo e os
tempos de exposicdo dependem do tipo de explante, alguns podem requerer
periodos mais prolongados e concentragdes mais altas que outros (BARRUETO
CID, 2005).
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3. Multiplicagao e crescimento

O objetivo desta fase € aumentar o numero de propagulos, érgéos ou tecidos
(biomassa) que podem dar origem a novas plantas, multiplicando-os por meio de
subculturas repetidas até o numero desejado de plantas a ser atingido. Os
Reguladores de Crescimento de Plantas (PGRs) ou hormdnios desempenham um
papel essencial na determinagao da via das células e tecidos das plantas no meio
de cultura. O tipo e concentracdo de hormdnios utilizados depende das espécies
das plantas, do tecido ou érgéo cultivado e do objetivo do experimento (HUSSAIN
et al., 2012). Na tabela 1 se apresentam os principais efeitos que tem os PGRs
sobre as plantas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992).

Tabela 1. Principais efeitos dos reguladores de crescimento das plantas (PGRs) e exemplos de
utilizacao.

PGR Efeito Exemplos

Acido indol-acético (AIA),
Acido diclorofenoxiacético
(2,4,D), Acido naftaleno
acético (ANA)

Dominancia apical, indugéo de raizes adventicias
Auxinas em estacas, indugao de nddulos a partir de calos.

Em altas concentragdes os calos formam raizes

Divisao celular, promocgéao da formagao de caule,

crescimento de gemas laterais, na presencga de o )
. . . 6-Benzilamiopurina (BAP),
L auxinas (em concentragbes aproximadamente ) o
Citocininas o . o Zeatina, Cinetina (KIN),
iguais) os calos continuam a produzir células o
Tidiazurona (TDZ),

meristematicas. Em altas concentra¢des formam
gemas
Alongamento do caule, promove a inducéo da

Giberelinas o Acido giberélico (AGs)
germinagao em sementes
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Figura 7. Estrutura quimica do Acido Giberélico (Giberelina)
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4. Enraizamento

O estagio de enraizamento pode ocorrer simultaneamente no mesmo meio
de cultura utilizado para a multiplicagcdo dos explantes. No entanto, as vezes, é
necessario mudar o meio, incluindo a modificagdo nutricional e a composi¢ao

do regulador de crescimento para induzi-lo (HUSSAIN et al., 2012).

5. Aclimatacéao

Neste estagio, as plantas in vitro séo transferidas do agar gradualmente
para areia ou terra enriquecida em viveiro, mudando as condi¢cdes de alta a
baixa umidade (regulando o ar) e de baixa para alta intensidade de luz
(HUSSAIN et al., 2012; SMITH, 2013).

2.2.1 Calogénese

Quando um explante é cortado para se colocar na cultura in vitro, é
produzida uma ferida nele. Isto pode desenvolver uma resposta ao estresse da
ferida na parte do tecido lesionado onde comegca a formar um pequeno
agrupamento de ceélulas recém divididas na superficie do explante. Este pode
continuar a se dividir conjuntamente com a aplicagéo diferencial de reguladores de
crescimento e condi¢des controladas no meio de cultura para produzir uma massa
de células chamada calo. Essas células podem ter diferentes graus de
indiferenciacdo (AHMAD et al., 2013; GROUT, 2017) e contém misturas de células
que nao sao de pigmentagcédo, metabolismo ou tamanho uniforme. Essas células
geralmente sao friaveis, grandes, vacuoladas e s&o altamente desorganizadas
(SMITH, 2013).

Os calos de diferentes espécies de plantas sao diferentes em estrutura e
habitos de crescimento: podem ser brancos ou coloridos (verde, amarelo,
avermelhado), moles (aquoso), friaveis ou compactos (CHAWLA, 2009). Outros
calos que apresentam alguns graus de regeneragdo de oOrgaos, podem ser
embrionarios, com raizes ou com brotos (Figura 8) (IKEUCHI; SUGIMOTO;
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IWASE, 2013). O balango entre os reguladores de crescimento auxinas e
citocininas, € o que determina o estado de diferenciacdo e desdiferencicao dos
calos (SKOOG e MILLER, 1957).

Calos sem regeneragao Calos com regeneragao
de 6rgaos parcial de érgaos

& &Y &

Calo friavel Calo com brotes Calo embrionario
Calo compacto Calo com raizes

Figura 8. Tipos de calos que podem ser formados na Calogénese (IKEUCHI et al.,2013).

Existem regides de células no calo que podem reverter sua condigcédo
diferenciada para uma condi¢do indiferenciada com a formag¢ao de meristemas ou
gemas para depois voltar a se diferenciar (re-diferenciagdo) e assim regenerar
orgéos (organogénese) como embrides somaticos, raizes e brotos por meio de
organizacgéo celular, sendo considerado organogénese indireta porque possui um
estagio intermediario de calo. A organogénese direta € a formacédo de regides
meristematicas diretamente de uma célula do explante sem passar pelo estagio de
calo, assim brotos, embrides somaticos, raizes, anteras e flores podem surgir
diretamente do explante (LITZ e JARRET, 1991; SMITH, 2013). As culturas de
calos podem ser utilizadas para diferentes estudos, como o isolamento de
protoplastos, selecao celular, embriogénese somatica, organogénese e produgao
de metabdlitos secundarios (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992).
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2.2.2 Suspensoées Celulares

O calo friavel € o melhor in6culo para iniciar uma suspenséo, ja que tem
um alto ritmo de divisdo celular e é facil de separar, permitindo culturas mais
homogéneas (CHAWLA, 2009). Este é transferido para meio liquido e colocado
em agitacao (80-150 rpm) numa temperatura média de 25 °C, resultando em uma
suspensdao de células individuais e pequenos agregados (SZABADOS;
MROGINSKI; ROCA, 1991). As culturas resultantes normalmente tém uma
capacidade de expanséo significativa para o seu crescimento em biorreatores, nos
quais é possivel maximizar a produgdo da biomassa e metabdlitos de interesse
(OCHOA-VILLARREAL et al., 2016). As suspensdes de células de plantas podem
fornecer sistemas competitivos de producao de metabdlitos em comparagdo com a
extragdo de plantas inteiras (DICOSMO e MISAWA, 1995). Além do uso na
producdo de metabdlitos em larga escala, as suspengdes celulares oferecem
vantagens como: maior rendimento das substancias bioativas, diminuicdo de
custos, produgdo e aumento da escala mais facil, incremento na absor¢cdo de
nutrientes, processos mais curtos e continuos, melhor manipulagcéo da cultura na
inoculagao ou coleta, regulagdes constantes nos diferentes estagios de operagéo,
dentre outras (AHMAD et al., 2013).

2.3 Cinética de crescimento de células vegetais

Apesar das suas vantagens, a produgdo de metabdlitos secundarios via
cultura de células vegetais ainda € limitada devido a suas células tenderem a
crescer construindo agregados desorganizados, o que prolonga o tempo de
fermentacao e custos de produgdo. Uma alternativa para reduzir esses problemas,
€ obter condigbes 6timas das culturas, usando modelos matematicos para simular
e predizer o comportamento da cultura sob diferentes condi¢bes de operacio, sem

necessidade de fazer muitos experimentos (VILLEGAS, 2017).

O crescimento das células vegetais compreende varias fases, as quais
exibem um crescimento em padrdo sigmoide (forma de S) (Figura 9) (CHAWLA,
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2009):

Fase de retraso (lag): € observada quando suspensdes que estdo na fase
estacionaria sdo subcultivadas num meio fresco. As culturas crescem
lentamente durante 1 a 3 dias. Porém, se as suspensdes subcultivadas
estdo na fase de crescimento, a fase de retraso ndo se apresenta.

Fase exponencial ou logaritmica (log): nesta fase a taxa especifica de
crescimento (biomassa por unidade de concentracdo da mesma) é
constante. O uso de baixas densidades celulares na iniciagdo da cultura
podem prolongar esta fase.

Fase linear: nesta fase a taxa especifica de crescimento declina
uniformemente no tempo.

Fase de desaceleracdo progressiva: ocorre pela declinacdo da taxa
especifica de crescimento da fase anterior.

Fase estacionaria: esta € a ultima etapa na qual ndo ha aumento na sintese

de biomassa ou no numero de células.

Estacionaria

Desaceleragao progressiva

Linear

Concentracgao de células

Exponencial
Retraso (lag)

Tempo de incubagao

Figura 9. Curva de crescimento tipica de células vegetais, na qual se relaciona a concentragédo de

células nas diferentes fases com o tempo de incubacgéo.

O crescimento celular em um sistema de batelada ¢é limitado a

disponibilidade de nutrientes essenciais e/ou ao acumulo de produtos toxicos.
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Essa interagdo pode ser avaliada para construir um perfil de crescimento celular
que pode entdo ser subdividido nas fases lag, exponencial, linear, estacionaria e
de morte. Uma melhor compreensido dessas dindmicas, bem como a
determinagcdo de importantes valores de parametros cinéticos, facilitara a
otimizagdo dos bioprocessos. Esses parametros cinéticos derivados dos dados
experimentais podem entdo ser ajustados a modelos matematicos, como as

equagdes de Gompertz, Logistica e de Monod (OMAR et al, 2006):

Equacao de Gompertz:

L X =X [1 < Himax >]
og <X0> = Amax€Xp exp Xmax(l _ t)

a qual também pode se simplificar como:
Y =axexp[l—exp(b—cxt)]
onde:
X= massa das células (g)
Xo=massa inicial de células (g)
Xmax= Mmassa maxima de células (g)
Hmax = a * ¢ = velocidade maxima de crescimento especifico(d™)
A= (b—-1)/c =tempo de fase lag (d)
t = tempo de cultura (d)
a= concentragdo maxima de ceélulas (g/L)
b=(tmared/a) + 1
C=UnarC/a

e=exp(1)
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G= 2@ Tempo de geragao

Hmax

2.4 Elicitagao

A producédo de metabdlitos secundarios de plantas pela técnica de cultura
de tecidos vegetais ainda enfrenta muitas limitagdes biotecnoldgicas, como o
baixo rendimento dos metabdlitos secundarios das plantas nas culturas vegetais.

Os principais papéis dos metabdlitos secundarios das plantas sdo de
protegé-las do ataque de insetos, herbivoros e patdégenos ou outros estresses e
por isso algumas estratégias vem sendo desenvolvidas para melhorar o
rendimento desses metabdlitos em culturas de tecidos (ZHAO; DAVIS;
VERPOORTE, 2005), o que incluem o tratamento com varios elicitores. O termo
elicitor refere-se a substancias quimicas de varias fontes, bidticas ou abidticas,
bem como a fatores fisicos, que podem desencadear uma resposta em
organismos vivos, resultando no acumulo de metabdlitos secundarios
(VASCONSUELO e BOLAND, 2007). Estes podem ser de fontes bidticas e
abidticas adicionados diretamente aos meios de cultura ou expondo as culturas a
estresses fisicos para tentar induzir a expressao de genes especificos em células
vegetais para aumentar ou provocar a producado de metabdlitos secundarios
(WANG et al.,, 2017). Extratos fungicos, o jasmonato de metila, a quitosana, o
acetato de sddio, o beta glucano, os ions metalicos (ferro e cobre, por exemplo),
alcalinidade ou salinidade e outros aditivos fisicos como alta e baixa temperatura,
seca e estresse UV, tém estimulado e aumentado a produtividade de metabdlitos
em sistemas de cultura de células vegetais (LILA, 2005; RAMAKRISHNA e
RAVISHANKAR, 2011). A resposta aos estresses dos elicitores € induzida quando
a planta reconhece esse estresse no nivel celular (RAMAKRISHNA;
RAVISHANKAR, 2011). Os elicitores s&o reconhecidos pelos receptores de
plantas que estdo localizados na superficie da membrana plasmatica ou
endomembrana. Primeiro, os receptores s&o ativados e, em seguida, ativam seus
efetores, como os canais de ions, proteinas de ligagdo GTP (proteinas G),
proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK) e a exploséo oxidativa (WANG
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et al., 2017). Uma vez que esses efetores sdo ativados, promovem a sintese de
moléculas de sinalizagdo (por exemplo o acido salicilico, acido jasmdnico, éxido
nitrico, dentre outros) e é iniciada uma rede de transdugédo de sinal que leva a
ativacdo de fatores de transcricdo, que regulam a expressdo de genes, onde as
enzimas resultantes catalisam a biossintese dos metabdlitos secundarios (WANG
et al., 2017; ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005).

A eficiéncia da elicitagdo depende de varios fatores como o tipo de elicitor,
a sua concentragao, o estagio do crescimento da cultura e o tempo de exposigao
(NAMDEO, 2007). Em alguns casos, a combinagdo de dois ou mais elicitores
atuam sinergicamente para a induzir e melhorar a producdo dos metabdlitos de
interesse (ZHAO e VERPOORTE, 2005).

A seguir serdao abordados alguns tratamentos de elicitacdo que foram
usados no presente trabalho.

2.4.1 Salinidade e estresse osmotico

A exposicao de tecidos de plantas a sais pode afetar muitos processos
fisiolégicos e metabdlicos. Levando a desidratagdo celular, o que provoca o
estresse osmotico e a remogao de agua do citoplasma, resultando em redugéo
dos volumes citosélicos e vacuolares. O estresse salino geralmente cria estresse
ibnico e osmoético nas plantas, resultando em acumulagdo ou diminuicido de
metabdlitos  secundarios  especificos nas plantas (RAMAKRISHNA;
RAVISHANKAR, 2011). Esses estresses sao estimulantes na produgdo de
metabdlitos secundarios, como o alcaloide inddlico braquicerina nas folhas da
especie Psychotria brachyceras quando tratadas com cloreto de sodio (NaCl),
sorbitol e polietilenoglicol (PEG) (NASCIMENTO et al., 2013). Em outra pesquisa a
producdo dos alcaloides catarantina e ajmalicina nas culturas de células em
suspensdo de Catharanthus roseus foi aumentada em cerca de 4 vezes
adicionando alginato de sédio, manitol ou polivinilpirrolidona (PVP), e adicionando
os sais NaCl e cloreto de potassio (KCI) (ZHAO et al., 2000). Nas culturas de

raizes das plantas Datura metel (AJUNGLA et al., 2009) e Brugmansia candida
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(SPOLLANSKY; PITTA-ALVAREZ; GIULIETTI, 2000). Quando tratadas com
cloreto de aluminio (AICI3) a produgdo de hiosciamina e escopolamina foram
aumentadas. Os calos da espécie Rauvolfia serpentina também acumularam o
alcaloide inddlico reserpina quando foram tratados com varias concentracdes de

AICl3, além de promover o aumento da biomassa (ZAFAR et al., 2017).

2.4.2 Moléculas sinalizadoras

Moléculas de sinalizacdo produzidas pelas plantas também tém sido
usadas para a obtencdo de metabdlitos secundarios. Essas moléculas sao
produzidas nas plantas como sinais para disparar processos fisioloégicos em todas
as etapas do ciclo de vida das plantas (DOMINGOS et al., 2015). Um exemplo
dessas moléculas € o oxido nitrico (NO), um gas diatdbmico indutor de radicais
livres e € uma espécie reativa de oxigénio (ROS) (SCHELER; DURNER; ASTIER,
2013) que serve como molécula de sinalizagdo para o crescimento,
desenvolvimento e defesa de plantas, promovendo a resisténcia frente a doengas
(ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005). Evidéncia fornecida de dados da literatura
tem mostrado que a resposta de plantas frente a fatores causadores de estresses
como a seca, alta ou baixa temperatura, salinidade, exposi¢cédo a raios UV, metais
pesados e estresse oxidativo, € regulada pelo 6xido nitrico (ARASIMOWICZ e
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).

Estudos tem provado que tratar plantas expostas a metais pesados com
nitroprussiato de sodio (SNP) como doador do NO promove e aumenta a produgéo
dos alcaloides inddlicos vincristina, vimblastina e ajmalicina, além de aliviar a
toxicidade dos metais na espécie C. roseus (LIU et al., 2016; XIONG et al., 2010).
Em suspensdes celulares da mesma espécie tratadas com SNP, foi observado o
aumento de até 3 vezes a produgédo de ajmalicina, catarantina e alcaloides totais
(XU e DONG, 2005).

O acido abscisico (ABA) um fitohorménio do estresse, também €& uma
molécula de sinalizagcdo que controla o processo adaptativo das plantas a
estresses impostos pelos sais, o frio, a seca, ferimentos e ataques de patdgenos
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(FINKELSTEIN e ROCK, 2002; TUTEJA e SOPORY, 2008). Tem sido reportado
também que o ABA desencadeia a sinalizacdo de NO para a produgdo de
alcaloides (CHEN et al., 2013), assim essas moléculas trabalham pelo fenébmeno
de conversa cruzada (do inglés cross-talking), na resposta a estresses em plantas.
O mesmo ocorre com o acido jasmoénico (JA) onde o ABA também regula em
cross-talking, a biossintese de alcaloides em Nicotiana tabacum (LACKMAN et al.,
2011). Um estudo com a espécie Psychotria brachyceras (Rubiaceae) também
provou que o ABA estimula a producdo do alcaloide inddlico braquicerina nas suas
folhas (NASCIMENTO et al., 2013).

2.4.3 Exposigao a raios UV

A exposigao das plantas a raios UV causa dano significativo as plantas,
provocando um estresse oxidativo, que leva a producdo de metabdlitos
secundarios como flavonoides e alcaloides por meio de um processo complexo
que inclui mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos (GREGIANINI et al., 2007).
Estudos de elicitacdo de metabdlitos secundarios mediante a exposicdo de
culturas de tecidos de plantas a luz UV-B tem demonstrado efeitos positivos na
producdo de moléculas como os flavonoides orientina, iso-orientina, vixetina e
isovitexina, em calos da espécie Passiflora quadrangularis (ANTOGNONI et al.,
2007), os alcaloides nicotina em calos de Nicotiana tabacum na exposigcao a raios
UV-A (KARTUSCH; MITTENDORFER, 1990) e braquicerina na espécie Psychotria
brachyceras quando foram expostos a as radiagdo UV-B e UV-C (GREGIANINI et
al., 2007). Pesquisas desenvolvidas com tecidos (raizes cabeleiras, calos e
células em suspensdo) da espécie Catharantus roseus, fonte de importantes
alcaloides com efeitos farmacologicos, também demostram o aumento da
producdo de catarantina, ajmalicina, vindolina, vimblastina, vincristina, lochnericina
e serpentina quando expostos a radiagdo UV-B e UV-C (BINDER et al., 2009;
MOON et al., 2017; RAMANI e CHELLIAH, 2007).
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2.5 Familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae inclui cerca de 13.670 espécies distribuidas em 609
géneros sendo uma das maiores familias das dicotiledéneas (THE PLANT LIST,
2019). Ocorrem em todo o mundo, principalmente nas regides tropicais (RIBEIRO
et al., 1999).

As espécies pertencentes a familia Rubiaceae sdo conhecidas por produzir
substancias como terpenos, flavonoides e alcaloides com atividades
farmacoldgicas, antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas, anti-inflamatorias,
antihipertensdo, e anticancer (MARTINS e NUNEZ, 2015; ZHANG et al., 2015).
Algumas espécies desta familia tém importancia econédmica como o café (Coffea
arabica) e o jenipapo (Genipa americana), e outras de importancia medicinal como
a espeécie Cinchona officinale da qual é extraido o alcaloide quinina que apresenta

atividades antipiréticas, antipaludicas e analgésicas (RIBEIRO et al., 1999).

v
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Figura 10. Distribuicdo das espécies da familia Rubiaceae no mundo em numero de individuos
coletados (TROPICQOS, 2019).

Na familia Rubiaceae existem diversos estudos que utilizam as culturas de
tecidos vegetais in vitro como células em suspensao, calos, plantulas e raizes
para a produgado de metabdlitos secundarios. Em uma revisdo bibliografica que
estd sendo realizada em conjunto com a MSc Sabrina Schumaker Zanca foi
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encontrado que as principais classes quimicas de metabdlitos estudadas em
culturas in vitro até agora na familia sdo as antraquinonas (54,6%) e os alcaloides
(37,8%), menores estudos com triterpenos (3,4%), flavonoides (2,5%) e iridoides
(1,7%). O uso de substancias elicitoras, a exposicdo a estresses fisicos e a
transformagédo genética (SANADHYA, 2014; YA-UT; CHAREONSAP; SUKRONG,
2011) sao utilizadas como técnicas complementares a cultura de tecidos para a
otimizagdo da produgdo das substancias de interesse. Existem também estudos
com o uso de biorreatores (BUSTO et al., 2013) o qual demostra o potencial de
escalamento das culturas de células vegetais para a obtengdo de biomassa
produtora de metabdlitos secundarios.

2.5.1 Género Duroia

Duroia € um género neotropical pertencente a familia Rubiaceae com cerca
de 34 espécies descritas, distribuidas desde o México até as Guianas e costa
Atlantica do Brasil (MENDOZA; RAMIREZ P; JIMENEZ, 2004). No Brasil, as 23
especies existentes do género Duroia encontram-se distribuidas nos estados do
Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondénia, Roraima, Bahia, Mato Grosso, Espirito
Santo, ocorrendo nas zonas de Campo de Varzea, Floresta Ciliar, Floresta de
lgapo, Floresta de Terra Firme, Floresta de Varzea e Floresta Pluvial (ZAPPI,
2015).

Estudos quimicos e biologicos de algumas espécies desse género
encontraram nos extratos das plantas atividades biologicas interessantes. Por
exemplo, a espécie D. hirusta, que foi a primeira do género a ser estudada,
apresentou atividade antibacteriana e atividade antiviral frente a HSV (Herpes
simplex virus) (10,5 pg/mL) em estudos in vitro (LOPEZ; HUDSON; TOWERS,
2001).

Outra espécie que vem sendo pesquisada pelo grupo de pesquisa ao qual
este trabalho esta inserido € a D. saccifera. Os extratos dessa espécie
demostraram ter atividade antimicrobiana (2 mg/mL) frente aos microrganismos
Salmonella  enterica, Propioniubacterium acnes, Enterobacter cloacae
(CONTRERAS-MEJIA, 2017) e Candida glabrata (0,25 mg/mL) (REIS et al., 2016).

42



Algumas substancias que ja foram isoladas até o momento do género

Duroia se encontram nas classes quimicas dos alcaloides, flavonoides, iridoides,
triterpenos e esteroides (Tabela 2).

Tabela 2. Substancias isoladas das espécies do género Duroia
Classe quimica

Substancia

Espécie
Page; Madrinan; Towers (1994)

Iridoide
(5)Plumericina
Aquino et al. (1999)
OCH,
Duroia hirsuta
Flavonoide
R Ry

1 CHa CHj

2 CHy H

3 H CHg
(1) 3,7,3', 5 -tetramethoxy-4'-hydroxyflavone
(2) 3,7,3-trimethoxy-4',5'-dihydroxyflavone
(3) 7,3',5"- trimethoxy-3,4'-dihydroxyflavone

OR
0 OH
OH
Iridoide
(4) Duroina
Nunez et al. (2009)
Duroia macrophylla Alcaloide
indolico
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(6) Raunitidina

Nunez e Vasconcellos (2012)

Alcaloide
indolico
(7) Alcaloide inddlico (sem nome)
Martins (2014)
H,CO
Alcaloides
indolicos

H3CO

(9) 11-metoxi-ajmalicina
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(10) 11-metoxi-3-isoajmalicina

OCH,

|
0
(11) 9-metoxi-3-isoajmalicina

OCH,

(12) 9-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina
H,CO

o
(13) 10-metoxi-19-epi-3-isoajmalicina
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(14) 10-metoxi-3-isorauniticina
H,CO

(16) 4,4’-dihidroxi-3’-metoxi-chalcona

(17) Acido ursélico

Chalcona

Triterpenos
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(18) Acido oleanélico
HO /O

=
Fenilpropanoide
OCH,
OH

(19) Acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico
Tanata,2017

Esteroide

(20) Sitosterol

Cruz; Araujo; Nunez (2019)

Duroia longiflora
Flavonoide

(21) 2a,3a-epoxy-5,7,3’,4’- tetrahydroxyflavan-(43-8)-

epicatequina

Duroia saccifera Contreras-Mejia (2017)
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Flavonoide

(22) 5-hidroxi-3,4’,7- trimetoxiflavona

Andrade e Nunez (2018)
(22) 5-hidroxi-3,4’,7- trimetoxiflavona Flavonoide
(20) Sitosterol Esteroide

Triterpeno

(23) Lupeol

Existem poucos trabalhos desenvolvidos com o género na area de cultura
de tecidos vegetais. Com D. saccifera, Souza (2016) estabeleceu pléantulas in vitro
da espécie a partir da germinagao de sementes e estabeleceu um protocolo de
indugao de calos friaveis a partir das folhas de pléntulas germinadas. Os extratos
desses calos tiveram indicios da presenca de terpenos e esteroides além de
apresentarem atividade antiofidica (proporgédo 1:10 veneno/ extrato) significativa
na inibicao da fosfolipase A2 do veneno de Bothrops atrox.

Brilhante (2018) realizou o estudo fitoquimico dos calos de D. saccifera e
identificou a presenca de terpenoides, esteroides, substancias aromaticas e acidos
graxos. O extrato AcOEt desses calos apresentou alta atividade
antimicobacteriana (<25 pg/mL) frente a Mycobacterium tuberculosis. Nesse
mesmo trabalho foi estabelecido um sistema de cultura de células em suspensao

que demostrou um elevado potencial para o fornecimento de biomassa vegetal da
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espécie.

Até o momento nao foi isolada nenhuma substancia proveniente da cultura
de tecidos de espécies do género Duroia, contudo as atividades bioldgicas
encontradas nos seus extratos demostram o interesse no estabelecimento de

culturas de tecidos in vitro desse género.

2.5.2 Duroia macrophylla Huber

Duroia macrophylla Huber é uma espécie arbérea amazodnica da familia
Rubiaceae e é conhecida comumente pelo nome de purui-grande (Figura 11).
Ocorre nas Guianas e no Brasil, onde é distribuida nos estados do Amazonas,
Amapa, Para, Rondbnia e Mato Grosso, em Florestas de Igap6 e Floresta de
Varzea (ZAPPI, 2015). As caracteristicas principais da espécie incluem, arvores
de 15 a 20 m altura, folhas ternadas, longamente pecioladas; lamina ovada a
lanceolada com apice acuminado e base obtusa. Inflorescéncias estaminadas
umbeladas, multifloras. Sementes orbiculares, comprimidas, pubescentes.
Floresce em novembro e dezembro e frutifica de janeiro a junho (TAYLOR;
CAMPOQOS; ZAPPI, 2007).

Figura 11. Duroia macrophylla Huber A) Individuo adulto B) Fruto C) Flor Fotos: A e B) Ldpez-
Vazquez, A. C) Ribeiro et al.,1999.
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A espécie D. macrophylla vem sendo pesquisada como fonte de
importantes substancias bioativas em diferentes extratos: fenois nos extratos
metandlicos das folhas e galhos com atividade antioxidante (10 pug/mL) e terpenos
nos extratos metandlicos e diclorometéanicos (DCM) com atividade inseticida (10
mg/mL) (MARTINS et al.,, 2014). Extratos com atividade bacteriostatica (250
pug/mL), sobre as bactérias Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium corumnare,
Salmonella enteridis e Pseudomonas aeroginosa (MARTINS, 2014).

Dois triterpenos do extrato DCM das folhas (acido oleandlico e acido
ursolico) (MARTINS et al., 2013) e cinco alcaloides indolicos monoterpénicos (25 —
100 pg/mL) (O-metoxi-ajmalicina, a mistura de 9-metoxi-3-isoajmalicina com 9-
metoxi-19-epi-3-isoajmalicina, 10-metoxi-3-isorauniticina e 10-metoxi-19-epi-3-
isoajmalicina) apresentaram atividade frente a Mycobacterium tuberculosis
(MARTINS, 2014).

A atividade mais interessante encontrada até agora nos extratos de D.
macrophylla €& dos alcaloides inddlicos que apresentaram maior potencial
citotoxico (2,28 — 7,28 pg/mL) sobre linhagens de células tumorais (destacando-
se a atividade frente a linhagem de células de leucemia humana (2,29 pg/mL)) e
menor sobre células normais (NUNEZ; VASCONCELLOS, 2012; NUNEZ et al.,
2014). Esses alcaloides sao encontrados na planta durante todo o ano, porém ha
uma variacado sazonal na composicao quimica nas folhas da planta, onde o teor de
alcaloides inddlicos € maior na época mais chuvosa (meses de fevereiro e margo)
(ZANCA, 2015).

Na area de cultura de tecidos, foi desenvolvido um protocolo de
desinfestacdo das folhas de D. macrophylla para o estabelecimento in vitro da
especie (ZANCA, 2015). A partir dessas folhas, foi induzida a formagao de calo
testando unicamente a concentragéo de 4 mg. L™ de 2,4-D + 2 mg. L™ de KIN no
meio de cultura e foram obtidos calos multiformes maiormente compactos e
clorofilados (Figura 12). Foi realizado também um estudo fitoquimico desses calos
nos quais nos extratos hexanicos e metandlicos foi observada a presenca de

triterpenos, porém nao foram encontrados alcaloides (TANANTA, 2017).
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Embora no estudo fitoquimico dos calos ndo tenha sido encontrada a
presenca de alcaloides, Coelho (2019) realizou uma analise prote6mica das
folhas, dos galhos e dos calos obtidos por Zanca (2015) de D. macrophylla, onde
foram identificadas 364 proteinas de defesa e resposta ao estresse e 51 do
metabolismo secundario nos trés tecidos estudados (Figura 13). No caso dos
calos foram identificadas 7 proteinas pertencentes a rota biossintética dos

alcaloides, 9 a rota dos flavonoides e 6 a rota dos terpenos.

Figura 12. Calo de D. macrophylla cultivado no meio MS acrescido com 4 2,4-D +2 KIN mg. L™ .A)
Calo compacto e clorofilado B) Calo friavel C) Calo oxidado (ZANCA, 2015).

Dentre as proteinas envolvidas na produgao de alcaloides, foi identificada
em calos a deacetoxivindolina hidroxilase, uma enzima catalizadora para a
producdo de vindolina e vincristina, pertencente a via biossintética dos alcaloides
inddlicos. Desta forma confirmando que os calos de D. macrophylla possuem a

capacidade de sintetizar os alcaloides de interesse farmacéutico.
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-Isoflavone reductase homolog

-Chalcone synthase
Calos Folhas -Chalcone--flavonone isomerase 2
-Chalcone--flavonone isomerase
-Cheilanthifoline synthase
-Cytochrome P450 7183
-Cytochrome P450 71B8
-Cytochrome P450
-Ent-isokaurene C2-hydroxylase
-Cytochrome P450 78A7
-UDP-glycosyltransferase 7102
-UDP-glycosyltransferase 72C1
-UDP-glycosyltransferase 82A1
-UDP-glycosyltransferase 88F5
-Dihydroflavonol 4-reductase

-Putative terpenoid synthase 7

Galhos

Figura 13. Proteinas envolvidas na sintese do metabolismo secundario de calos, folhas e galhos de
D. macrophylla (COELHO, 2019).

2.6 Quimiometria

Varias técnicas analiticas para a caracterizacdo de metabdlitos de plantas
vém sendo utilizadas nas ultimas décadas, a selegcao da técnica mais adequada
pode depender da sua velocidade, seletividade e sensibilidade. A Ressonéancia
Magnética Nuclear € considerada uma das mais utilizadas por ser rapida e seletiva
(SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). Algumas vantagens que a RMN apresenta &
que a escala dos deslocamentos quimicos é constante e os espectros sao faceis e
rapidos de adquirir, fazendo o método relativamente reproduzivel (BRERETON,
2007). E uma técnica de analise quimica de amplo espectro e estavel no tempo
(CHOI et al., 2004). Para espectros de substancias de interesse é possivel realizar
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mais experimentos como o sequenciamento de pulsos para provar a estrutura da
substancia em uma mistura. Algumas regides do espectro de RMN também
podem conter ressonancias de classes de metabdlitos especificos, as quais
podem prover informag¢des gerais como o tipo de componentes em uma amostra
(BRERETON, 2007).

Em conjunto com a RMN, técnicas multivariadas ou de reconhecimento de
padrbées sdo utilizadas para analisar conjuntos de dados complexos (WANG;
HARRINGTON; BAUGH, 2017). A analise multivariada usada no tratamento de
dados quimicos, é chamada de Quimiometria (SENA et al., 2000). A seguir sao

apresentados algumas das analises multivariadas mais utilizadas na quimiometria:

2.6.1 Analise de componentes principais (PCA)

O PCA (do inglés Principal Component Anaysis) € um dos métodos
multivariaveis que permite explorar os padrdées dos dados e é provavelmente o
mais usado em analises quimiomeétricas, ja que é capaz de separar em grupos as
amostras que s&o semelhantes (BRERETON, 2007). A PCA é um método
exploratério pois ajuda na elaboragdo de hipoteses gerais a partir dos dados
coletados (SENA et al., 2000).

Na PCA o espectro de RMN pode ser representado como uma matriz onde
o delineamento dos dados pode ser descrito como uma soma de respostas para
cada sinal, os quais sao caracterizados por 1) um deslocamento quimico e 2) a

intensidade do sinal. Em termos de matriz isto pode ser escrito como:
X=C*xS+E

Onde X é a matriz original da RMN, C é o deslocamento quimico do sinal, S
é a intensidade do sinal e E é a matriz do erro (BRERETON, 2007).

2.6.2 Fungbes de associagéo fuzzy (fuzzy c-means)

Muitas vezes, quando amostras sdo analisadas por PCA, algumas delas
apresentam um grande afastamento das demais, esses dados sdo chamados de

outliers (dados atipicos). As vezes a existéncia de um outlier ndo implica um erro,
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mas apenas uma amostra que nado deve fazer parte de um conjunto. Existem
varias maneiras de superar esse problema, sendo o mais simples remover o
outlier. Também pode ser usado um método bem conhecido que envolve o uso de
funcdes de associagdo fuzzy (difusas) que agrupa os dados em subconjuntos
(clusters) (BRERETON, 2007). Identificar padrbes naturais em dados € um dos
objetivos mais importantes da quimiometria. Especificamente, as técnicas de
agrupamento sdo quase indispensaveis como uma ferramenta para a analise de
dados (ALAMEIDA et al., 2007).

Em geral, uma analise de cluster refere-se a um amplo espectro de
meétodos que tentam subdividir um conjunto de dados X em c clusters. A chave
dessas analises é representar a similaridade que um ponto compartilha com cada
cluster com uma funcdo (denominada fungdo de associagdo) cujos valores
(chamados de associag¢des) sdo 0 e 1. Cada amostra tera uma associagdo em
cada cluster, associagdes proximas a 1 significam um alto grau de similaridade
entre a amostra e um cluster, enquanto associagdes proximas a 0 implicam pouca
similaridade entre a amostra e esse cluster. O efeito final de tal funcdo para o
agrupamento em clusters é produzir particdes c-fuzzy de um determinado conjunto
de dados. Além disso, a soma dos membros de cada ponto de amostragem deve
ser unitaria (BEZDEK,EHRLICH e FULL,1984).

2.6.3 Analise hierarquica de cluster (HCA)

Outro método muito usado no agrupamento de dados € a analise
hierarquica de cluster HCA (do inglés Hierarchical cluster analysis) € um método
que agrupa amostras em um conjunto de dados por sua similaridade, calculando a
distancia entre elas (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). Esse método analisa o
conjunto de dados de uma maneira iterativa o qual gera divisdo de clusters em
varios niveis, criando uma relagado hierarquica pae-filho que pode ser observada
em um dendrograma (Figura 14) (DOWNS e BARNARD, 2002)
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Figura 14. Exemplo de um dendrograma gerado do agrupamento de 8 itens (DOWNS e

BARNARD, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de elicitores fisicos e quimicos no perfil quimico dos calos da
planta Duroia macrophylla Huber.

3.2 Objetivos Especificos

* Auvaliar o efeito de diferentes tratamentos de desinfestacdo nas sementes
de D. macrophylla;

* Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de acido giberélico na
germinagao de sementes de D. macrophylla;

* Avaliar o efeito de diferentes concentragbes de auxinas e citocininas na
indugao de calo friavel a partir de folhas de plantulas de D. macrophylla

* Descrever a anatomia dos calos de D. macrophylla;

* Descrever a cinética de crescimento de calos e células em suspenséao de D.
macrophylla;

* Fracionar o extrato metandlico dos calos de D. macrophylla;

* Comparar o perfil quimico dos extratos de plantulas germinadas in vitro e ex
vitro de D. macrophylla;

* Comparar o efeito de diferentes elicitores no perfil quimico e na produgao
de iridoides nos calos de D. macrophylla.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

Para a obtencdo do material vegetal foi realizada uma coleta de frutos da
planta D. macrophylla na Reserva Florestal Adolpho Ducke localizada a 25 Km do
centro da cidade de Manaus na rodovia AM-010, no més de junho de 2017. As
exsicatas dos materiais coletados (frutos e folhas) foram depositadas no Herbario
da Coordenacédo de Pesquisas em Botanica do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) com numero de depdsito 278388.

4.2 Cultura de tecidos vegetais

4.2.1 Estabelecimento de plantulas in vitro

A secdes 4.2.1.1-4.2.1.4 do trabalho foram realizadas em conjunto com a
MSc. Sabrina Schumaker Zanca fazendo parte do trabalho de doutorado da
mesma e do trabalho de dissertacdo de mestrado da autora deste trabalho.

Para o estabelecimento de plantulas in vitro, foram usadas como explantes
sementes do fruto da planta, as quais foram submetidas a tratamento de pré-
desinfestacéo e desinfestagdo como descrito a seguir:

4.2.1.1 Pré-desinfestacdo das sementes

Os frutos foram imersos em  solugdo fungicida  Maneb
(etilenbisditiocarbamato de manganeso) (2 g.L™") por 2 horas. Na camara de fluxo
laminar foram abertos e retiradas as sementes. Cada fruto continha
aproximadamente 250 sementes. O tegumento das sementes foi retirado para 6
tratamentos de desinfestagédo (480 sementes) e ndo retirado para 1 tratamento (20
sementes) (Figura 15).
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Lopez-Vdzquez, A.L.

3% .

Figura 15. Frutos de D. macrophylla A: Frutos, B: Sementes, C: Tegumentos

Todas as sementes foram imersas em &cido ascérbico (10 mg.L™") por 1
minuto, para evitar sua oxidagdo. Dependendo do tratamento de desinfestacéo, a
metade das sementes foram imersas por 1 hora em uma solugdo biocida
composta pelo fungicida Maneb (2 g.L™") e o antibiético estreptomicina (100 mg.L"
1)_

4.2.1.2. Desinfestagdo das sementes

No total foram testados 7 tratamentos de desinfestacdo nas sementes
(Tabela 3) com diferentes combinagbes de tempos de imersdo nos agentes
desinfetantes. Primeiro, em todos os tratamentos as sementes foram imersas em
etanol a 70% por 1 minuto e depois lavadas trés vezes com agua destilada esteéril.
Apds, as sementes foram imersas por diferentes tempos (3, 5 ou 10 min) em
hipoclorito de sédio (NaClO) 2% e lavadas novamente trés vezes com agua
destilada estéril. Cada tratamento teve um n amostral de 80 sementes com
excecao do tratamento onde n&o foi retirado o tegumento com um n amostral de
20.

Apos o tratamento com os desinfetantes, as sementes foram inoculadas em
tubos de ensaio contento meio Murashigue e Skoog (MS), com o pH ajustado a

5,7+0,1, sacarose (3%) e com agar (0,8%) como agente solidificante. Foram
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mantidas a 26+1 °C com um fotoperiodo de 16 h usando |lampadas com
intensidade de 50 umol.m?.s™. Apds 3 semanas foram avaliadas as porcentagens
(%) de sementes vivas e assépticas, contaminadas por bactérias e contaminadas

por fungos.

Tabela 3. Tratamentos de desinfestagdo das sementes de D. macrophylla

Tratamento de Imers&o em Etanol Imersdo em NaClO
desinfestacao (n=80) 70% (min) 2% (min)
T1* 1 3
T2* 1 5
T3* 1 10
T4* 1 5
T5 1 3
T6 1 5
T7 1 10

*-Tratamentos com pré-desinfestagdo usando solugéo biocida

**- Tratamento feito sem retirar o tegumento das sementes (n=20)

4.2.1.3 Germinagao das sementes

Apos a avaliagdo do teste de desinfestacdo, as sementes que se
conservaram vivas e assépticas foram submetidas a tratamentos com 3
concentracdes (2, 5, e 10 mg.L™") do horménio acido giberélico (AGs) e o controle
(0 mg.L™) para a germinagéo das sementes. O meio basal usado foi o MS com o
pH ajustado a 5.7 + 0,1, sacarose (3%) e com agar (0,8%) como agente
solidificante. As sementes foram mantidas a 26+1 °C com um fotoperiodo de 16 h
usando lampadas com intensidade de 50 umol.m?.s”. Apds 3 e 6 meses foi

avaliada a porcentagem de germinacgao e de brotag&o de folhas.

4.2.1.4 Selecao de estagios das plantulas para extragao

Foram selecionados 3 estagios de desenvolvimento da plantula para fazer a
comparagao quimica dos extratos (Figura 16). De cada estagio foram

selecionadas 10 plantulas com as caracteristicas descritas a seguir:
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Estagio 1: Plantula com capsula da semente ainda aderida, sem desenvolvimento
de folhas e com raiz primaria. A capsula da semente aderida foi retirada para fazer
a extragao.

Estagio 2: Plantula sem capsula da semente aderida, com presenca de 4 folhas
em um sO no e raiz desenvolvida.

Estagio 3: Plantula totalmente desenvolvida, com mais de 3 nddulos e folhas e raiz

desenvolvida.

Estagio 1

Estagio 2 Estagio 3

Figura 16. Esquema dos estagios das plantulas germinadas in vitro

Além do estabelecimento de plantulas in vitro foram semeadas sementes no
viveiro do Laboratério de Bioprospecgcdo e Biotecnologia (LABB) para sua
germinacdo ex vitro, nesse caso nao foram controladas as condigbes de
crescimento (Figura 17). Foram feitos os extratos de 10 plantulas germinadas
inteiras, de raizes, de folhas e de caules por separado. A extracdo do material
vegetal foi realizada conforme apresentado na se¢ao de Preparagao dos extratos
(4.6).

Figura 17. Plantulas de D. macrophylla germinadas no viveiro do LABB-INPA
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4.2.2 Inducgéo de calo a partir de folhas das plantulas germinadas

Foram retiradas folhas das pléntulas desenvolvidas a partir do experimento
de germinagao e usadas como explantes para a indugao de calo. As folhas foram
cortadas em segmentos de 1 cm? aproximadamente e inoculadas em tubos de
ensaio com meio basal MS, com o pH ajustado a 5.7+0,1, sacarose a 3%, agar
0,8% como agente solidificante e distintas combinag¢des de reguladores de
crescimento. Foram testadas combinag¢des de auxinas (ANA e 2,4-D) e citocininas
(KIN e BAP) como apresentadas na tabela 4. Todos os tratamentos foram
realizados sem exposicdo a luz (escuro) e com fotoperiodo de 16/8 h
(claro/escuro). Cada tratamento teve um n amostral de 20.

Apds 6 semanas foram avaliadas as porcentagens de formacdo de calo
friavel, formacdo de calo compacto, formacdo de calo com raiz e morte de

explantes em cada um dos tratamentos.

Tabela 4. Tratamentos para a indugao de calo friavel a partir das folhas das plantulas.

Tratamento* (n=20) Auxina (mg.L™") Citocinina (mg.L™)
TC-A 4 ANA 2 KIN
TC-B 2 ANA 2 KIN
TC-C 2 ANA 4 KIN
TC-D 424-D 2 KIN
TC-E 224-D 2 KIN
TC-F 224-D 4 KIN
TC-G 4 ANA 2 BAP
TC-H 2 ANA 2 BAP
TC-I 2 ANA 4 BAP
TC-J 424-D 2 BAP
TC-K 224-D 2 BAP
TC-L 224-D 4 BAP

* Tratamentos desenvolvidos no claro e no escuro

4.2.3 Curva de crescimento dos calos

Apos selecionar o melhor tratamento para a indugado de calos friaveis do

item anterior, foi realizada uma curva de crescimento apds o repique 2, onde os
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calos estavam completamente formados. Para obter a curva de crescimento foi
inoculado um calo com peso de 0,7 g em 42 frascos contendo 25 mL do meio de
cultura que se mostrou mais eficiente para induzir a formacgao do calo friavel. As
culturas foram incubadas na sala de crescimento a 26 °C e sem luz. A cada 4 dias
foram retirados trés frascos com calo (n=3) durante 42 dias, para cada calo foram
retirados restos do meio de cultura que posteriormente foram pesados para
determinar a curva de crescimento de massa fresca. E para a obtencédo da curva
de crescimento de massa seca, os calos foram liofilizados e em seguida pesados.
Uma vez obtidas todas as massas, foram calculadas as médias e foram
preparados graficos com os dados massas dos calos vs o tempo para identificar
as fases de crescimento. Os dados foram modelados usando a equagao de
Gompertz no software Statistica 7.0, a partir dela, foram determinados os
parametros cinéticos: velocidade maxima de crescimento especifico (py,ax), tempo

de geragdo (G) e tempo de fase lag (A).

4.2.4. Estabelecimento de suspensbées celulares e a curva de crescimento

As primeiras suspensdes celulares foram estabelecidas depositando 1 g de
calos friaveis em 30 mL do mesmo meio de cultura usado para induzir o calo
friavel (sem agar) e incubadas na plataforma shaker em agitacéo de 110 rpm a 2
25 °C sem luz. Apés um periodo de 30 dias foi aumentada a temperatura a 30 °C
para tentar propiciar um ambiente favoravel para o crescimento das células.
Quando houve o crescimento das células em suspensao foram repicados 3 g de
células, primeiro em erlenmeyers com 50 mL de meio e nos seguintes repiques, 3
g de células em 100 mL de meio.

Para obter a curva de crescimento, 24 suspensdes celulares foram
estabelecidas inoculando 2 g de células em frascos erlenmeyers de 250 mL com
100 mL de meio de cultura. As suspensdes foram incubadas na plataforma shaker
em agitacdo de 110 rpm a 30 °C sem luz. A cada 7 dias foram retiradas trés
suspensdes (n=3), durante 49 dias, cada uma foi filtrada ao vacuo para recuperar

a massa fresca de células e pesadas para determinar a curva de crescimento de
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massa fresca. Para a obtencdo da curva de crescimento de massa seca, as
células filtradas foram liofilizadas e em seguida pesadas.

Uma vez obtidas todas as massas, foram calculadas as médias e plotados
os dados de massas dos calos vs o tempo para identificar as fases de
crescimento. Os dados foram modelados usando a equacédo de Gompertz usando
o software Statistica 7.0 e a partir dela, foram determinados os parametros
cinéticos: velocidade maxima de crescimento especifico (py.x), tempo de geragao

(G) e tempo de fase lag ().

4.3 Elicitagao dos calos

Uma vez identificado o término da fase linear na curva de crescimento dos
calos, estes foram submetidos a tratamentos de elicitacdo. Varios trabalhos de
cultivo in vitro com espécies como Gossypium hirsutum (CELEDON; KOBAYASHI;
VIEIRA, 2000), Catharanthus roseus (MORARD e HENRY, 1998) Delphinium sp. e
Hemerocallus sp. (LEIFERT; MURPHY; LUMDSEN, 1995), relatam que a
composi¢cdo dos nutrientes nos meios de cultura nessas fases de crescimento
diminuem até 25%, a sacarose até 20% e o pH aumenta até 6,2. Por isso, o0s
meios de cultura que continham os elicitores foram preparados com reducao de
75% dos nutrientes do meio MS, 70% da sacarose e o pH ajustado a 6,2 para
evitar modificar a fase de crescimento na qual que se encontrava o calo no

momento da elicitacio.

Apoés cada tratamento, os calos elicitados foram coletados de acordo com o
tempo estabelecido para cada elicitor e em seguida congelados e liofilizados para
posteriormente serem extraidos como indicado na secdo de preparagao dos

extratos.

4.3.1 Estresse salino

Nos tratamentos com estresse salino foram utilizadas 3 concentragcées dos

sais cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI) e cloreto de aluminio (AICl3)

63



(Tabela 5). Os calos foram transferidos aos meios de cultura reduzidos e ja
acrescidos com os sais e posteriormente coletados apds um periodo de 90 horas
(NASCIMENTO et al., 2013).

Tabela 5. Tratamentos de elicitagdo com os sais.

Tratamento (n=3) mM (mmolsL™")

50

NaCl 100
200
50

KCI 100
200
0,1

AICl; 0,15
0,25

4.3.2 Adigdo de moléculas sinalizadoras Oxido Nitrico (NO) e Acido Abscisico
(ABA)

Para o tratamento com o éxido nitrico foram usadas 4 concentragdes de
nitroprussiato de sédio (SNP) como doador do NO (Tabela 6). A solugdo de SNP
foi adicionada em cada concentragdo aos meios de cultura autoclavados antes do
agar solidificar com auxilio de microfiltros com poros de 0.22 uM, dentro da
camara de fluxo. A coleta dos calos para extracdo foi realizada no terceiro dia
apo6s inoculados no meio com SNP e no quinto dia quando inoculados no meio
com ABA (XU e DONG, 2005; WU et al., 2009).

Tabela 6. Tratamentos de elicitagdo com moléculas sinalizadoras.

Molécula Concentragao
5 mM (mmol.L™")
SNP (NO) 10 mM (mmol.L™")
20 mM (mmol.L™)
30 mM (mmol.L")
3 mg.L”
ABA 6 mg.L”
9 mg.L”
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4.3.3 Estresse por UV

O tratamento de elicitacdo com raios UV foi realizado usando uma lampada
no comprimento de onda de 365 nm (UV-C). As ldmpadas foram colocadas a 10
cm dos frascos que continham os calos com tempo de exposi¢cao aos raios com
10, 25 e 45 min (Figura 18). A coleta dos calos expostos a radiagdo UV foi
realizada 48 horas apo6s o tratamento (MOON et al., 2017).

Figura 18. Exposicédo dos calos a radiagdo UV34s5. (Vista lateral e superior).

4.4 Condigoes testadas para melhorar (ou induzir) a formagao de calo friavel

Com o intuito de melhorar a formagcao de calos friaveis de D. macrophylla
foram testados novos tratamentos alterando a composicdo do meio de cultura
alternando a concentragdo dos nutrientes e a concentragdo dos reguladores de

crescimento.

4.4.1 Meios de cultura

Foram avaliados os meios de cultura MS (MURASHIGUE e SKOOG,1962),
o B5 (GAMBORG; MILLER; OJIMA , 1968), o Woody Plant Basic Medium (WPM)
(LLOYD e McCOWN, 1980), MS com redugdo do 50% da concentragdo dos
nutrientes e MS com reducé&o do 50% da concentragdo dos nitratos (Tabela 7).
Para todos os meios de cultura a fonte de carbono utilizada foi a sacarose a 3%,

agar 0,8% como agente solidificante, pH ajustado a 5.7+0,1 e os reguladores de
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crescimento 2 ANA + 2 BAP (mg.L"), foram inoculados 20 explantes por
tratamento. A incubacg&o dos explantes foi realizada a 26 °C sem luz.

Tabela 7. Composi¢cao de meios de cultura usados em cultura de tecidos in vitro.

Nutriente MS B5 WPM MS "¢ MS -50%

nitratos

Macronutrientes (mg.L™)

NH4NO; 1.650 - 400 825 825
KNO; 1.900 2.500 - 950 950
(NH,),S0, - 134 - - .
Ca(NOs), ; ; 386,33 - ;
CaCl;, .2H,0 440 150 72,5 220 440
MgSO,. 7H,0 370 250 180,54 185 370
KH,PO, 170 - 170 85 170
FeS0O,4.7H,0 27,8 - - 13,9 27,8
Na,EDTA.2H,0 37,3 - - 18,65 37,3
FeNaEDTA - - 36,7 -
NaH,PO,4.H,O - 150 - - -
Fe - 28 - -
K>SO, - - 990 - -
Micronutrientes (mg.L™)
Kl 0,83 0,75 - 0,415 0,83
H3;BO; 6,2 3 6,2 3,1 6,2
MnSQO,4.4H,0 22,3 10 16,9 11,15 22,3
ZnS0,4.7H,0 8,6 2 8,6 43 8,6
Na;Mo0,4.2H,0 0,25 0,25 0,25 0,125 0,25
CuS0,4.5H,0 0,025 0,025 0,25 0,0125 0,025
CoCl,.6H,0 0,025 0,025 - 0,0125 0,025
Componentes organicos (mg.L™)
Tiamina-HCI 0,1 10 1 0,0125 0,1
Piridoxina-HCI 0,5 1 0,5 0,025 0,5
Acido nicotinico 0,5 1 0,5 0,025 0,5
Glicina 2 - 2 1 20
Mio-Inositol 100 100 100 50 100
Sacarose 30 30 30 30 30
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Apos 6 semanas foram avaliadas as porcentagens de formacao de calo friavel,
formagao de calo com raiz, crescimento do calo (grande ou pequeno) e morte de

explantes.

4.4.2 Concentragé&o de hormdnios nos meios de cultura

Também foram testados outros tratamentos mudando a concentragado dos
reguladores de crescimento ANA e BAP (tabela 8). Foi usado o meio MS com
100% dos nutrientes, o pH ajustado a 5.7+0,1, sacarose a 3% e agar 0,8%, e
foram inoculados 20 explantes por tratamento. A incubagcdo dos explantes foi

realizada em 26 °C sem luz.

Tabela 8. Tratamentos com ANA e BAP para a otimizagdo da formacgéo de calo friavel.

Tratamento ANA(mg L") BAP (mglL")

A 2 1
B 1 1
C 1 2
D 1,5 2
E 4 2
F 2
G 2 4

Apds 6 semanas foram avaliadas as porcentagens de formacdo de calo
friavel, formagao de calo com raiz, crescimento do calo (grande ou pequeno) e

morte de explantes.

4.5 Caracterizagao Anatomica e Histoquimica dos calos

Foi realizada uma caracterizagado anatdbmica e histoquimica geral dos calos
de D. macrophylla no Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal
do Amazonas e algumas fotografias obtidas no microscopio de luz do Laboratério
Tematico de Microscopia Optica e Eletrdnica do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazoénia.

Para isso, primeiramente foi preparada a solucao FAA7q para fixar os calos,
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foram misturados 50 mL de Formaldeido (37%) com 50 mL de Acido Acético
Glacial (100%) e 900 mL de Etanol (70%) (JOHANSEN, 1940).

Os calos controle e dos tratamentos intermediarios das elicitagbes com sais
(100 mM NaCl, 100 mM KCI e 0,15 mM AICI3) foram fixados na solugao FAA7, por
72 h e posteriormente estocados em uma solugdo de Etanol 70% dentro da
geladeira até o momento das analises. A fixagdo consiste em manter o material o
mais semelhante possivel ao material vivo para sua futura analise.

Para as analises, os calos estocados em etanol 70% foram lavados com
agua destilada e realizados cortes longitudinais manualmente. Para a
caracterizagao anatébmica foi realizada uma coloragdo adicionando os corantes
Safranina e Azul de Astra 1:9 sob os calos e apdés 1 minuto lavado-os com agua
destilada. Nessa analise as paredes celulares séo coradas de azul e a coloragao
rosa € indicativo de que as células sao diferenciadas. As células sem nenhuma
tincdo também foram observadas no microscopio de luz.

Para as analises histoquimicas dos calos tratados com sais, foram
realizadas coloragbes com cloreto férrico (FeCls) (10%) para a detecgdo de
substancias fendlicas (JOHANSEN, 1940), Reagente de Wagner para a detecgao
de alcaloides (FURR e MAHLBERG, 1981), acido sulfurico (H2SO4) para a
deteccédo de terpenoides (GEISSMEN e GRIFFIN, 1971).

Os calos foram corados com FeCls por 30 minutos e posteriormente
lavados com agua destilada. A detecgdo de substéncias fendlicas ocorre quando
séo observadas coloragdes verde intenso, purpura, azul ou negro.

Com o reagente de Wagner os calos foram corados por 10 minutos e
posteriormente lavados com agua destilada. A deteccdo de substancias
nitrogenadas ocorre quando sao observadas coloragdes vermelhas.

Com H>SO4 os calos foram corados e imediatamente observados no
microscopio. A deteccdo de terpenoides ocorre quando os tecidos coram de
vermelho acastanhado.

Foram preparadas laminas temporais pingando em uma lamina uma gota
de agua destilada colocando os cortes ja corados sobre a mesma, com auxilio de

um pincel; apds foi colocada a laminula com cuidado. Assim, os cortes foram
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observados no microscopio de luz e tiradas as respectivas fotografias.

4.6 Preparacgao dos extratos

4.6.1 Extratos provenientes do teste de germinagéo

As plantulas germinadas in vitro e no viveiro, as sementes e os tegumentos
das sementes foram secos no liofilizador. Apos a secagem, o material vegetal
seco foi pesado, macerado e extraido unicamente com metanol (MeOH) em uma
propor¢ao de 15 mL de solvente para 1 g de material seco, utilizando banho de
ultrassom por 20 minutos com quatro repeticdes. Os extratos foram filtrados em

cada repeticdo e concentrados.

Tabela 9. Extratos provenientes das plantulas germinadas de D. macrophylla (teste de
germinacéo).

Cdédigo da amostra Material extraido
Dm-S Sementes
Dm-T Tegumento
Dme-est 1 Plantulas no estagio 1
Dm-est 2 Plantulas no estagio 2
Dm-est 3 Plantulas no estagio 3
Dm-V Plantulas germinadas no viveiro
Dm-FV Folhas das Plantulas do viveiro
Dm-CV Caules das Plantulas do viveiro
Dm-RV Raizes das Plantulas do viveiro

4.6.2 Calos e suspensbées

Os calos provenientes dos tratamentos de elicitacdo e da curva de
crescimento foram limpos utilizando pingas para retirada de fragmentos do meio
de cultura e as suspensdes celulares filtradas e lavadas com agua destilada. Apds
isso, o material vegetal foi mantido no congelador por um dia e posteriormente
liofilizado. Apds a liofilizagdo, o material vegetal seco foi pesado, macerado e

extraido unicamente com MeOH na proporgdo 15 mL de solvente para 1 g de
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material seco, auxiliado por banho de ultrassom por 20 minutos com quatro

repeticoes. Os extratos foram filtrados em cada repeticdo e concentrados.

Tabela 10.Extratos dos calos de D. macrophylla tratados com elicitores.

Caodigo da amostra

Material extraido

Dm-CON
Dm-50 Na
Dm-100 Na
Dm-200 Na
Dm-50 K
Dm-100 K
Dm-200 K
Dm-10 Al
Dm-25 Al
Dm-50 Al
Dm-3A
Dm-6A
Dm-9A
Dm-5S
Dm-10S
Dm-20S
Dm-30S
Dm-10UV
Dm-25UV
Dm-45UV

Calos sem elicitacdo (CONTROLE)
Calos elicitados com 50 mM de NaCl
Calos elicitados com 100 mM de NaCl
Calos elicitados com 200 mM de NaCl
Calos elicitados com 50 mM de KCI
Calos elicitados com 100 mM de KCI
Calos elicitados com 200 mM de KCI
Calos elicitados com 0,1 mM de AICI;
Calos elicitados com 0,15 mM de AICl;
Calos elicitados com 0,25 mM de AICl;
Calos elicitados com 3 mg.L"" de ABA
Calos elicitados com 6 mg.L™" de ABA
Calos elicitados com 9 mg.L™" de ABA
Calos elicitados com 10 mM de SNP
Calos elicitados com 20 mM de SNP
Calos elicitados com 30 mM de SNP
Calos elicitados com 40 mM de SNP
Calos expostos por 10 min a UV3gs
Calos expostos por 25 min a UV3gs

Calos expostos por 45 min a UV3gs

4.7 Analise dos extratos

4.7.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Todos os extratos foram analisados por Cromatografia em Camada

Delgada Comparativa (CCDC) utilizando cromatoplacas comparativas de silica gel

60 com indicador de fluorescéncia UVas4nm. A eluigdo das placas foi realizada com

diferentes sistemas de solventes organicos em proporgdes diferentes. Para a

revelacado das substancias foram utilizados os reveladores quimicos: anisaldeido

sulfurico, sulfato cérico (Ce(SO4)2), hidroxido de potassio (KOH), cloreto férrico
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(FeCl3), 2-aminoetil difenilborinato/polietilenoglicol (NP/PEG) e reagente de
Dragendorff, e como revelador fisico luz ultravioleta nos comprimentos de onda
254 nm e 365 nm.

As triplicatas dos extratos dos calos tratados com elicitores bem como os
extratos provenientes dos testes de germinagao foram comparados em placas
cromatograficas no mesmo sistema de eluicdo e reveladas com anisaldeido
sulfurico. Para comparar qualitativamente a concentragcao de substancias em cada
extrato, as amostras foram padronizadas em uma concentracdo de 15 mg/mL e

aplicados 2 ulL de cada amostra usando capilares graduados.

4.7.2 Fracionamento do extrato metandlico dos calos de D. macrophylla

4.7.2.1 Cromatografia em coluna aberta (CC)

Apoés a analise por CCDC dos perfis quimicos, o microextrato metandlico
dos calos de D. macrophylla (255 mg) que nao foi exposto a nenhum tratamento
de elicitacdo (Dm-CON), foi fracionado inicialmente em coluna aberta (d= 1,5 cm)
usando como fase estacionaria o adsorvente Sephadex LH-20 e como fase movel
o solvente organico MeOH. Foram coletadas 12 fragbes, que foram analisadas
novamente por CCDC usando os sistemas de eluigdo AcOEt/MeOH 8:2, 7:3 e
AcOEt/MeOH/H,0O/acido acético 9:1:1:1 com dupla eluicdo. As fracdes que se
mostraram interessantes (F4-F5) foram reunidas e refracionadas (155 mg) em
coluna aberta (d= 1,3 cm) usando como fase estacionaria silica (SiOz)e os
sistemas de solventes AcOEt/MeOH 8:2, 7:3, 1:1 e MeOH 100%. Dessa coluna
foram coletadas 24 fragbes que posteriormente foram analisadas por CCDC. As
fragbes F4 e F5 foram reunidas e analisadas por Cromatografia Liquida acoplada
a Espectrometria de Massas (LC-MS) e RMN de "H, bem como a fragéo 3.

4.7.2.2 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

Apos os fracionamentos cromatograficos em colunas abertas as fragdes 3,
4 e 5 da coluna de SiO,, foram reunidas para separacdo por CCDP. Para a
confecgdo das placas, 100 g de silica gel 60 foram umedecidos em 300 mL de
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agua destilada. Uma vez umedecidas e sem formagao de bolhas, a silica foi
aplicada em placas de vidro de 20x20 cm (previamente lavadas com agua e
depois com acetona para a remogao de impurezas) e mantidas na estufa por 1 h a
100 °C para a evaporagao total da agua e ativagdo das mesmas. Apos ativagao, a
amostra foi aplicada com auxilio de capilar de vidro, deixando uma distancia de 1
cm da base. A CCDP foi eluida uma vez com o sistema CHCI3;/MeOH 7:3 e foram
separadas 6 fragdes. As areas onde as substancias foram observadas na placa
com luz UV nos comprimentos de onda 365 e 254 nm, foram marcadas para a
remocgao manual. Elas foram recolhidas separadamente e extraidas com solventes
organicos. Em seguida, foram filtradas com auxilio de funil, kitassato e vacuo.

Apos a filtragdo, a amostra separada foi concentrada e pesada.

4.7.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A fragdo 3, proveniente da CCDP foi analisada por LC/MS e esta analise
indicou mistura com outras substancias. Para analise da amostra, a mesma foi
dissolvida em MeOH e 5 gotas de acetonitrila (ACN) em coluna analitica Cis
(Phenomenex®; 250 x 4,6 mm) com volume de injecdo de 8 pL e fluxo de 1
mL/min. A analise foi realizada no modo reverso de eluigdo, no sistema isocratico
utilizando MeOH/H,0 20:80.

Para a purificagdo, 10 mg da amostra foram dissolvidos em 150 uyL de
MeOH e 3 gotas ACN em coluna semipreparativa Cqg (Phenomenex®; 254 x 10
mm) com volume de injecdo de 50 pL e fluxo de 4,7 mL/min. A analise foi
realizada no modo reverso de eluigdo, no meétodo isocratico utilizando MeOH/H,0
20:80.

Na analise da amostra por CLAE foram observados 3 picos com absorg¢ao
maxima em 236 nm. O terceiro pico (tR = 11,5 min) pertencente a substéncia de
interesse foi observado em maior concentracdo. Durante a purificagdo foram
recolhidas 7 fragdes, sendo que o pico 3 foi coletado na fracdo 6 e depois
analisada por RMN de 'H, sendo denominada substancia I.
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4.7.3 Identificagdo/Elucidagédo estrutural da substancia isolada

4.7.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Para a proposta de identificacdo/elucidagao estrutural da substancia isolada
foi utilizada a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Apds
evaporagao do solvente, a substancia proveniente do pico 4 da separacdo por
CLAE, foi diluida em 200 uL do solvente deuterado dimetilsulfoxido (DMSO-dp).
Para a identificacdo da mesma foi utilizada a RMN de 'H de 300 MHz (Bruker
Fourier 300).

4.7.3.2 Analise dos microextratos por RMN de 'H

Para esta analise, 15 mg de cada amostra proveniente dos extratos do teste
de germinagao (sementes, tegumentos, plantulas germinadas in vitro e ex vitro)
foram padronizados e diluidos em 500 pL do solvente deuterado DMSO-ds. No
caso dos calos cultivados in vitro provenientes dos testes de elicitacdo, foram
pesados 25 mg dos extratos e diluidos em 500 pL de DMSO-de.

Foram também feitas analises de RMN de 'H dos extratos metandlicos
preparados a partir das amostras recolhidas durante os dias de experimento da
curva de crescimento de células em suspensao e dos calos. Para isso, foram
diluidos 15 mg das amostras em 500 uL de DMSO-ds.

4.8 Analise quimiométrica dos extratos

Os espectros de RMN de 'H dos microextratos foram convertidos a formato
.csv, onde foi criada uma matriz com os dados do deslocamento quimico e a
intensidade dos sinais. Esses dados foram posteriormente exportados para o
programa R Studio e excluidas as regides onde ndo se apresentavam sinais

interessantes.
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4.8.1 Microextratos dos testes de germinagdo

Os espectros de RMN de 'H dos extratos do material vegetal usado nos
testes de germinacgé&o in vitro bem como as partes das plantulas germinadas no
viveiro, foram analisadas para selecionar sinais interessantes na regido
caracteristica de hidrogénios ligados a nitrogénios, bem como sinais da substancia
isolada. Assim, foi realizada a analise de PCA/Fuzzy dos dados.

4.8.2 Calos e suspensoes

Os dados dos extratos de calos dos e suspensdes de D. macrophylla que
se encontravam no dia 35 apds seu subcultivo foram avaliados também com o
valor das integrais dos sinais da substancia isolada em relacdo as do solvente
DMSO-ds. De igual forma, os dados dos extratos provenientes das curvas de
crescimento tanto dos calos como das células em suspensao, foram avaliados
também a partir dessa relagéo e foi observada a produg&o da substéncia ao longo
do tempo de crescimento das culturas in vitro enquanto a sua concentragdo na

amostra.

4.8.3 Calos elicitados

Foram identificadas as areas dos espectros onde se encontravam sinais de
'H interessantes para fazer uma analise geral do perfil quimico dos calos em cada
tratamento de elicitagdo. Apos serem exportados os dados do espectro a R Studio,
foi realizada a analise de PCA, PCA/Fuzzy e HCA para identificar os grupos de
tratamentos que tiveram um efeito parecido no perfil quimico dos calos elicitados.

Foi também realizada una analise em relacdo as regides do espectro
pertencentes a molécula isolada para avaliar o efeito dos elicitores na

concentracdo da mesma na amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultura de Tecidos In Vitro
5.1.1 Desinfestagé&o das sementes

Todos os tratamentos de desinfestagdo mostraram uma alta porcentagem
de assepsia e sobrevivéncia sem apresentar diferenga significativa entre eles
quando foram avaliados pelo teste de Tukey (p <0,05) (Tabela 11). O tratamento
que apresentou melhores resultados (98,8%) foi o T2, onde as sementes foram
pré-desinfetadas com solucéo biocida, imersas em etanol 70% por 1 minuto e 5
minutos em NaClO ao 2%. Embora esse tratamento tenha apresentado melhores
resultados na assepsia das sementes, poderia se prescindir do uso da solugao
biocida, ja que todos os tratamentos testados podem-se considerar satisfatorios
pela alta porcentagem de assepsia e sobrevivéncia das sementes, além de serem
estatisticamente iguais. Quando sdo realizados tratamentos de desinfestacédo de
explantes na cultura in vitro, sempre é procurado usar a menor quantidade de
desinfetantes e um menor tempo de exposicéo a eles, isto trara menor quantidade
de dano ao explante (SMITH, 2013) e diminuira custos. O estabelecimento de
plantulas in vitro a partir de sementes € o melhor método para obter explantes
assépticos sem danos causados por agentes desinfetantes que possam
comprometer a regeneragéo ou crescimento das novas culturas (CHAWLA, 2002)

Esse é o primeiro relato do desenvolvimento de um protocolo de
desinfestacdo das sementes de D. macrophylla, além de apresentar melhores
resultados quando comparados com os obtidos na espécie do mesmo género
Duroia saccifera, onde 25 % das sementes apresentou contaminagao por fungos
(SOUZA, 2016).
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Tabela 11. Porcentagem de sementes vivas e assépticas e contaminadas apos os tratamentos de
desinfestagao.

Tempo de imersao . ~
P Contaminagao

Tratamento de (min) Sementes vivas e
; - o o
desinfestacéo Etanol NaCIO Fngica%) | Bacteriana%) assépticas (%)
70% 2%
T1* 1 3 5,00 0 95,0°
T2* 1 5 1,25 0 98,8°
T3* 1 10 2,50 0 97,5°
T4** 1 5 10,00 0 90,0°
T5 1 3 3,75 1,25 95,0°
T6 1 5 7,50 1,25 91,3°
T7 1 10 8,75 2,50 88,0°

*-Tratamentos com pre-desinfestagdo usando solugéo biocida

**- Tratamento feito sem retirar o tegumento das sementes (n=20)

% seguidas pela mesma letra minlscula ndo séo diferentes entre si de acordo com o teste de Tukey a uma
probabilidade de 5%

5.1.2 Germinagéo das sementes

As sementes que se conservaram assépticas e vivas, e que foram
transferidas para meios de cultura com concentragbes diferentes de acido
giberélico, apresentaram altos indices de germinagdo em todas as concentragdes
testadas (Figura 19).

Quando foram analisados pelo teste de Tukey, nenhum dos quatro
tratamentos apresentou diferenga significativa na germinagdo das sementes
(Figura 20). Os tratamentos intermediarios com 2 e 5 mg.L" de AG; apresentaram
as maiores taxas de germinacdo com 89,1 e 88,4 %, respectivamente. E também
a primeira vez que é relatado um protocolo de germinagao de sementes in vitro da
espécie D. macrophylla. Comparando esses resultados com a germinagao das
sementes da espécie D. saccifera onde 50% das sementes germinaram quando
tratadas com 5 mg.L™" de AG3 (SOUZA, 2016), foram obtidos melhores resultados.
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Figura 19. Processo de germinagéo in vitro das sementes de D. macrophylla 1. Emergéncia do
hipocétilo, 2. Alongamento do hipocétilo e emergéncia da radicula, 3. Alongamento do hipocoétilo e
crescimento das raizes secundarias, 4. Primoérdio foliar e exposi¢cdo dos cotilédones, 5.

Desenvolvimento foliar, 6. Plantula totalmente formada.
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Figura 20. Porcentagens de germinacao das sementes tratadas com AG;
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Foi avaliada também, a porcentagem de germinagcdo das sementes apds 3
e 6 meses em relacdo a interacdo do tratamento de desinfestacdo e a
concentragdo de AGs no meio (Tabela 12). Assim, foi observada uma diferenga
significativa no tempo de germinagdo das sementes quando foram tratadas com a
solugédo biocida bem como a presenga de tegumento na semente. Quando a
solugao biocida nao foi utilizada no processo de desinfestacédo, foram observadas
maiores taxas de germinagdo em menor tempo. Os agentes biocidas contém
substancias quimicas toxicas que ajudam na eliminagdo de microrganismos
podem prejudicar os explantes e comprometer os cultivos (SMITH, 2013).

Também foi observado que a presenga do tegumento retarda o processo de
germinagcdo das sementes. Em muitas espécies de plantas, as camadas de
cobertura de sementes (tegumentos) impdem uma restri¢gao fisica a protrusdo da
radicula, que deve ser superada pelo potencial de crescimento do embrido
(KUCERA; COHN; LEUBNER-METZGER, 2005), podendo explicar o lento
processo de germinagcdo em sementes de D. macrophylla quando o tegumento
nao foi retirado da semente. Taiz e Zeiger (2010) explicam que os embrides das
sementes que apresentam dorméncia imposta pela testa ou tegumento,
germinarao rapidamente s6 quando entrarem em contato com agua e oxigénio, o
qual foi o caso das sementes de D. macrophylla quando o tegumento foi retirado.

Quando o AGs; foi utilizado nas sementes de D. macrophylla, as taxas de
germinacao foram maiores, embora ndo apresentaram diferengas significativas.
No entanto, quando o meio n&o foi suplementado com AGs, a taxa de germinagao
(77,2 %) pode ser considerada satisfatoria. Este resultado pode ser explicado pela
disponibilidade enddgena de AGs; que é suficiente para estimular a germinagao
das sementes, como explicado por Souza e colaboradores (2016), onde também
relataram que as sementes de Genipa americana (Rubiaceae) ndo requerem o
uso de AG3 externo para germinagao in vitro, onde o mesmo foi relatado na
espécie da mesma familia Oldenlandia affinis (SEYDEL e DORNENBURG, 2006).
As giberelinas tem varios sitios de sintese e um deles €& precisamente nas
sementes em desenvolvimento e estagios tardios, mais especificamente nos

embrides durante o processo de germinagao (TAIZ e ZEIGER, 2010).
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Tabela 12. Porcentagem (%) de germinacéo apds 3 - 6 meses.

Tratamento de (%) de germinacao apos de 3 e 6 meses
desinfestacéo 0mg.L" AG; 2mg.L" AG; 5mg.L”" AG; 10 mg.L™" AG;
T1* 31,6 —57,9 bc 55,0 — 90,0 ab 52,6 — 78,9 abc 66,7 —100,0 a
T2* 50,0 — 66,7 abc 53,3 -86,7 ab 73,7-100,0 a 52,6 —94,7 ab
T3* 21,1-73,7 abc 60,0 — 86,7 ab 68,4 —100,0 a 66,7 — 77,8 abc
T4** - - 16,7 — 66,7 abc -
T5 63,2 — 78,9 abc 70,0 — 85,0 abc 87,5-87,5ab 80,0 - 100,0 a
T6 70,0 - 100,0 a 80,0 — 95,0 ab 68,4 — 94,7 ab 70,0 — 80,0 abc
T7 52,6 — 84,2 abc 90,0 — 90,0 ab 78,9 -89,5 ab 40,0-45,0c¢

*Tratamentos com pre-desinfestacdo suando solugdo biocida

** Tratamento feito sem retirar o tegumento das sementes (n=20)

% seguidas pela mesma letra mindscula ndo séo diferentes entre si de acordo com o teste de Tukey a uma
probabilidade de 5%.

Apesar de nao haver diferencas significativas do teste de Tukey (p <0,05)
no uso de acido giberélico para a germinagédo, as concentragdes entre 2 e 10
mg.L'1 foram mais efetivas na brotacdo de folhas e, consequentemente, no
estabelecimento de pléntulas in vitro (Tabela 13). Além de quebrar a dorméncia
das sementes para a germinagdo, as giberelinas também tem a fungdo de
alongamento de caule (TAIZ e ZEIGER, 2010). Isto pode explicar que além das
giberelinas enddgenas, a planta D. macrophylla precisa da aplicacédo de AG3 para
obter maiores taxas de brotac&o de folhas ap6s germinada a semente.

Apols os testes de germinagao, as plantulas foram transferidas a meio de
cultura MS, 3% de sacarose e 0,8% de agar sem nenhum regulador de
crescimento. Nesse meio vem sendo conservadas e repicadas no laboratorio com

fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro) e 26 °C.
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Tabela 13. Porcentagem de brotacao de folhas apds 3 - 6 meses.

Tratamento de

desinfestacao

% de brotagao de folhas apds de 3 e 6 meses

0 mg.L" AG; 2mg.L”" AG; 5mg.L” AG; 10 mg.L" AG3
T1* 10,5 - 21,1 15,0 — 60,0 21,1-57,9 16,7 - 50,0
T2* 5,6 — 44,4 6,7 —40,0 10,5 — 68,4 31,6 -47,4
T3* 0-10,5 6,7 — 40,0 5,3-57,9 16,7 — 44,4
T4 - - 0-333 -
T5 10,5 — 42,1 20,0 — 45,0 25,0 - 62,5 25,0 - 70,0
T6 5,0 - 15,0 30,0 -70,0 31,6 -57,9 20,0 - 50,0
T7 53-21,1 45,0 - 60,0 36,8 — 68,4 10,0 - 35,0

*Tratamentos com pre-desinfestacdo suando solugdo biocida

** Tratamento feito sem retirar o tegumento das sementes (n=20)

5.1.3 Inducéo de calos

A partir de todos os tratamentos de induc¢ao a partir das folhas das plantulas
foram produzidos calos. Foram formados diferentes tipos de calos, como calo
compacto clorofilado, calo branco compacto, calo com raiz e calo semifriavel
(Figura 21). Em nenhum dos tratamentos foi produzido calo completamente friavel
(mole e que se separa facilmente). Essa textura é desejavel por ser um bom
in6culo para o estabelecimento de suspensdes celulares, além de serem células
menos propensas a criar agregados celulares. Os tamanhos das células
agregadas podem afetar a produgcdo de metabdlitos secundarios devido a seus
diferentes graus de diferenciagc&o e condi¢gdes de crescimento (MIAO et al., 2012).

Os tratamentos com as distintas concentragcdes e tipos de hormédnios
tiveram diferenga significativa na formagdo de calos semifriaveis (Tabela 14),
sendo que quando os explantes foram tratados com 2 ANA + 2 BAP mg.L™" (TC-H)
foi obtida a maior porcentagem (62,5%). Esses calos apresentaram consisténcia
ligeiramente compacta em seu centro, porém quando cresceram, a formacao de

calo friavel na superficie foi mais evidente (Figura 21e).
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Figura 21. Tipos de calos formados a partir de explante folhar de D. macrophylla: a) calo branco

com raiz, b) calo clorofilado com raiz, c¢) calo clorofilado compacto, d) calo branco compacto, e)

calo semifriavel.
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Figura 22. Formagéo de calos em explantes folhares de D. macrophylla durante 6 semanas.

Anteriormente, ZANCA (2015) realizou a inducdo de calos de D.
macrophylla a partir de folhas da arvore previamente desinfestadas. Esses calos
foram induzidos testando unicamente na concentragdo de 4 mg. L de 2,4-D + 2
mg. L™ de KIN no meio de cultura com fotoperiodo de 16 h, obtendo calos
multiformes majoritariamente compactos e clorofilados. Nesse trabalho, as folhas
das plantulas germinadas in vitro que foram submetidas a essas mesmas
condi¢des, apresentaram a formagao de calos também compactos e clorofilados,
além de alguns deles formarem raizes. Isto ultimo pode indicar que as folhas mais
jovens de D. macrophylla contém maior teor de auxinas que as folhas de arvores
totalmente desenvolvidas. As folhas jovens das plantas sao locais de sintese de
auxinas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992). Isto s6 pode ser afirmado para a

espécie estudada nesse trabalho, porque na espécie do mesmo género D.
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saccifera, essas mesmas concentragdes de auxinas e condi¢cdes de crescimento
apresentaram 6timos resultados na formacédo de calo completamente friavel em

folhas jovens de plantulas germinadas in vitro (SOUZA, 2016).

Tabela 14. Porcentagens dos tipos de calos de D. macrophylla formados nos distintos tratamentos

Tratamento % Calo semifridavel % Calo com raiz

TC-A 0° 12,5
TC-B 5° 55
TC-C 22,5%° 7,5
TC-D 5° 0
TC-E 10*° 0
TC-F 15%° 5
TC-G 10*° 20
TC-H 62,5° 10
TC-l 12,5%° 10
TC-J 5° 0
TC-K 37,5"%¢ 0
TC-L 50%¢ 5

*% seguidas pela mesma letra minuscula ndo s&o diferentes entre si de acordo com o teste de Duncan a uma
probabilidade de 5%.

O fator fotoperiodo teve também um impacto bastante significativo na
indugao de calo mais friavel em todos os tratamentos. Os calos que cresceram no
escuro nao apresentaram coloragao verde em nenhum dos tratamentos e foi
obtida uma maior formagéo de calo friavel (Figura 23). Sabe-se que cada espécie
e explante precisam de condi¢gdes especificas para a inducido de calos. Por
exemplo, no caso D. macrophylla a auséncia de luz nas culturas foi essencial para
a producao de calos moles e sem clorofila (friaveis). Por outro lado, na espécie D.
saccifera foram obtidos calos totalmente friaveis na presenca de luz (SOUZA,
2016). Varios trabalhos tem relatado o efeito do fotoperiodo na formacédo de
diferentes tipos de calos em distintos explantes (KHAN et al., 2006; SOORNI;
KAHRIZI; MOLSAGHI, 2012; SIDDIQUE e ISLAM, 2016). A formagao de calos
verdes (clorofilados) e compactos de D. macrophylla na presencga de luz pode ser

explicado pelo fato de que a luz estimula a fotossintese, a qual ocorre nos
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cloroplastos que contém os pigmentos verdes especializados na absorgéo da luz
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992). Por isso, a coloragédo dos calos mantidos no
escuro foi mais esbranquigada, ja que na auséncia de luz a clorofila ndo foi
necessaria para estimular a fotossintese. A fotossintese pode ser limitada pela luz
ou pela concentracdo de CO,, os calos crescidos no escuro sao limitados
unicamente de luz e é por isso que conseguem sobreviver, ja que as plantas tem a
capacidade de aclimatacdo a ambientes sem luz. Isto ocorre porque no escuro
nao ha assimilacdo fotossintética de carbono, mas pelo fato da respiracéo
mitocondrial continuar, o CO, é emitido pela mesma planta (TAIZ e ZEIGER,
2010).

Fotoperiodo
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Figura 23. Gréfico de perfil dos tratamentos em porcentagem de formagao de calos semifriaveis.

Em varios dos tratamentos, a formacao de calos com raiz se apresentou
sobretudo quando a auxina ANA foi usada. No entanto, unicamente o tratamento B
(2 mg.L" de ANA +2 mg.L" de KIN) sem ser importante o fotoperiodo usado, teve
diferengas significativa na formagao de calo com raiz. As culturas in vitro de raizes
tem sido usadas principalmente para a producdao de metabdlitos secundarios que
sdo sintetizados especificamente nas raizes da planta (GIRlI e ZAHEER, 2016),

além de ser um sistema de cultura organizado e diferenciado que possui
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estabilidade genética e biossintética (BAQUE; HAHN; PAEK, 2010). A formagé&o
de calos com raiz a partir de folhas de D. macrophylla poderia ser util para futuras

pesquisas com culturas in vitro de tecido diferenciado da espécie.

5.2 Caracterizagcao anatémica dos calos de D. macrophylla

As caracteristicas macroscopicas dos calos semifriaveis de D. macrophylla
apresentaram uma consisténcia compacta no centro do calo e na periferia se

observou a formacgao de calo mais mole e que se desprendia facil.

Quando foram observados no microscopio, os calos mostraram que a sua
composicao celular é extremamente heterogénea (como esperado), variando a
forma das células, onde na parte central do calo as células apresentaram uma

aparéncia mais esférica e na periferia mais alongadas (Figura 24).

As células esféricas apresentaram uma morfologia caracteristica de células
meristematicas com didmetros similares (isodiamétricas) que variaram entre 25 e
75 ym. Esse tipo de células geralmente apresentam tamanho pequeno, um ritmo
de divisdo alto e citoplasma denso (CHIAVEGATTO et al., 2015). As células
alongadas localizadas na periferia do calo apresentaram larguras entre 110-180
pum. Provavelmente se encontravam em divisdo, porém, com um ritmo de divisdo

baixo.

Os calos corados com Azul de Astra e Safranina apresentaram em seu
centro uma coracao rosa, com paredes celulares primarias coradas de azul. As
células da periferia coraram a parede unicamente de azul. Também foi observado
que as células do centro mostraram uma acomodacdo mais ordenada e com
menos espagos em relagdo as ceélulas que se encontravam na periferia (Figura
25). Esses resultados sugerem que as células do centro dos calos que mostraram
uma textura mais compacta, apresentaram um grau de diferenciagdo maior, ou
seja, um comportamento parenquimatico que pode estar associado a formacéo de
xilema ou floema (tecidos vasculares) nos calos (BORNMAN et al., 1976). As

células parenquimaticas geralmente apresentam uma parede celular primaria
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pouco engrossada e mostram um grau menor de diferenciagdo que outras células
de tecidos das plantas (EVANS, 2009).

50 pm 100 pm

. | — —

Figura 24. Calos de D. macrophylla observados no microscopio de luz 40X. A. Células dos calos B

e D. Células alongadas da periferia C. Células esféricas.

Na periferia dos calos foram observadas células meristematicas totalmente
desdiferenciadas, o que concorda com as observagdbes macroscopicas
mencionadas anteriormente. As células meristematicas sao caracterizadas por
possuirem um protoplasto capaz de se dividir e uma parede celular primaria
composta de celulose (EVANS, 2009). Com essa descrigdo anatébmica, pode-se
afirmar que os calos de D. macrophylla induzidos a partir de folhas, podem ser
descritos como semifridveis por nao serem totalmente compostos de células

desdiferenciadas.
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Figura 25. Calos de D. macrophylla corados com Azul de Astra e Safranina observados no

microscoépio de luz.

5.3 Curvas de crescimento

5.3.1 Curva de crescimento dos calos

Ap6s a indugdo no meio 2 mg.L™" de ANA + 2 mg.L"' de BAP (TC-H), os
calos foram repicados mais duas vezes a cada 30 dias no mesmo meio de cultura,
e apos isso, foram subcultivados pesando 0,7 g e inoculados em 25 mL de meio
de cultura. A cada 3 dias foram retirados 3 calos aleatoriamente para serem
pesados. Ao longo do tempo de crescimento, foi observado que os calos de D.
macrophylla apresentaram uma consisténcia mais friavel na sua superficie com o
passar do tempo (Figura 26).

A obtencdo de curvas de crescimento € importante para conhecer o
comportamento das células ao longo do tempo de cultura, ja que pode fornecer
informacdes que servirdo para a continuagdo dos estudos de uma espécie

especifica.
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Figura 26. Calos semifriaveis do tratamento H (2 ANA + 2 BAP mg.L'1) de D. macrophylla em

diferentes dias da curva de crescimento.

Foram calculadas as médias estatisticas das massas fresca e seca obtidas
dos calos ao longo do tempo de crescimento e foram ajustadas ao modelo de
Gompertz com auxilio do software Statistica 7.0 (Tabela 15). O modelo pode se
considerar adequados para a descricao da cinética de crescimento dos calos de
D. macrophylla, ja que os R? foram maiores a 90%.

Tabela 15.Constantes do modelo de Gompertz dos calos de D. macrophylla

Gompertz Y=a*exp(1-exp(b-c*T))
a b c R*(%)
Massa Fresca 0,267 0,938 0,055 96,5
Massa Seca 0,205 0,644 0,090 90,1

A partir do modelo foram obtidas as curvas de crescimento da massa fresca

e seca. Foram colocados no grafico as massas observadas no experimento (azul)
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e na curva obtida com o modelo (vermelho) pode se observar que os dados nao
tiveram um desvio grande da curva obtida (Figura 16).

Y Modelo de Gompertz Yf=a"exp(1-exp(b-¢*T))
y=(.267138) exp(1-exp((.938259)-(,055275)"x))
07

06
05 :
04 5

03

Massa Fresca

02 o
0,1

o0l .

0.1

Modelo de Gompertz Ys=a“exp(1-exp(b-c*T))
y=(.205799)"exp(1-exp((.644352)-(,090134)"x))

06 .
05
0.3 : ,

02 yd

Massa Seca

01

00 .

0.1

Tabela 16.Curvas de crescimento dos calos de D. macrophylla ajustadas ao modelo de Gompertz.

A partir do grafico, se pode observar que a fase lag de crescimento foi
quase imperceptivel, ja que um crescimento exponencial foi observado desde o
primeiro dia. Dos dias 30 ao 33 foi observada uma massa de calo constante pelo
que se pode inferir que os calos se encontravam na fase estacionaria de
crescimento, porém, no dia 36 teve um aumento de massa novamente até o dia 42

(término do experimento).
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Esse tipo de comportamento é chamado de crescimento diauxico e tem sido
amplamente reportado em microrganismos, no entanto também foi comprovado
em culturas de células vegetais (LEE; LEE,1996). O crescimento diauxico ocorre
quando duas fontes diferentes de carbono estdo presentes no meio de cultura e é
exibido um crescimento bifasico exponencial das células. A primeira fase de
crescimento ocorre quando as células usam uma fonte de carbono preferida, e a
segunda fase de crescimento comega quando a fonte de carbono menos preferida
€ usada apos a fonte de carbono preferida ter sido esgotada (CHU e BARNES,
2016). E provavel que apds o esgotamento da sacarose adicionada no meio de
cultura, as células dos calos de D. macrophylla tenham utilizado outra fonte de

carbono derivada do seu préprio metabolismo para continuar crescendo.

5.3.2 Estabelecimento e curva de crescimento das suspensées celulares

Foram inoculados calos de consisténcia fridavel para iniciar as suspensoes
celulares e incubados a 26 °C em auséncia de luz (Figura 27a). Apds 60 dias, as
células ndo apresentaram um crescimento aparente, porém nao tinham oxidado.
Cada espécie requer condicdes especificas de crescimento, e a temperatura € um
fator muito importante a ser considerado (EVANS, 2009), por isso a temperatura
da plataforma shaker foi aumentada para 30 °C e apds 30 dias as culturas
comecgaram a formar aglomerados compactos de células (Figura 27b). As
suspensdes celulares de espécies da mesma familia: Morinda citrofila (ZENK; EL-
SHAGI; SCHULTE, 1975), Galium mollugo (SIEWEKE e LEISTNER, 1992) e
Morinda elliptica (ABDULLAH et al., 1998) também apresentaram um melhor

crescimento celular a 30 °C.

a b ‘

Figura 27. Suspensao celular de D. macrophylla A. Calo friavel inoculado , B. Agregados celulares

formados
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Apesar dos calos inoculados para iniciar a suspensédo de D. macrophylla
serem de consisténcia friavel, para o inicio do seu crescimento em meio liquido
precisaram formar agregados compactos. A formacdo de agregados ou
aglomerados em culturas de suspensao de células de plantas € muito comum, ja
que um certo grau de agregagéo celular & necessario para o crescimento celular
(FRANKLIN e DIXON, 1994).

Antes de estudar a producdo de metabdlitos, € essencial deixar que as
culturas celulares se estabilizem (MUSTAFA et al, 2011), por isso as culturas
foram subcultivadas mais duas vezes a cada 30 dias para estabelecer a
suspensdo celular e aumentar a massa de células. Uma vez estabelecidas as
suspensdes celulares, foi realizada a curva de crescimento das mesmas
inoculando 2 g de células em 100 mL e a cada 7 dias retiradas trés para serem
pesadas.

Foi observado que ao longo do tempo de crescimento, as suspensodes
comegaram a crescer sem formar aglomerados e sua consisténcia era muito mais
friavel (Figura 28).

Foram calculadas as médias estatisticas das massas fresca e seca obtidas
das células ao longo do tempo de crescimento e foram ajustadas ao modelo de
Gompertz com auxilio do software Statistica 7.0 (Tabela 17). Os dados se
ajustaram muito bem ao modelo e descreve quase em >98,5% a cinética de

crescimento das células em suspensao de D. macrophylla.

90



P 494

Figura 28.Suspensdes celulares de D. macrophylla em diferentes dias da curva de crescimento.

-

Tabela 17. Constantes do modelo de Gompertz das suspensdes de D. macrophylla.

Gompertz Y=a*exp(1-exp(b-c*T))
a b c  RY%)
Massa Fresca 0,433 2,120 0,118 98,5
Massa Seca 0,364 1,829 0,100 98,7

A partir do modelo foram obtidas as curvas de crescimento da massa fresca
e seca, sendo colocados no grafico os dados observados no experimento (azul) e
a curva obtida com o modelo (vermelho), pode se observar que os dados se
ajustam muito bem ao modelo (Figura 29). Isso € muito util, jd que a partir do
modelo poderao se predizer dados ndo coletados durante esse experimento como
a massa produzida em um intervalo especifico de tempo. Também podem se
identificar as fases de crescimento que poderao servir para estabelecer o intervalo
de tempo de subcultura com maior precisao.

Nos graficos se pode observar que a fase lag se apresentou até o 8° dia de
cultivo. Nessa fase o crescimento é lento porque as células estdo sob o estresse
da inoculagao e adaptagdo ao novo ambiente e as novas condi¢gdes nutricionais e
fisiologicas (AL-KHAYRI, 2012).
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Figura 29.Curvas de crescimento das células em suspensdo de D. macrophylla ajustadas ao

modelo de Gompertz.

A fase exponencial se apresentou do 9° dia até o 25° dia aproximadamente,
o qual permite estabelecer o tempo de subcultivo das suspensdes celulares de D.
macrophylla no 25° dia se o objetivo fosse a acumulagdo rapida de biomassa.
Subcultivar as suspensdes no final da fase de crescimento exponencial trara a
maior producdo de biomassa por unidade de tempo, e se a subcultura fosse
realizada quando as células tivesse entrado na fase estacionaria, resultaria em

fases lag mais longas devido a menor viabilidade celular (MUSTAFA et al., 2011).
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A fase linear das suspensdes ocorreu do 25° dia até o 35° dia, alcangando
uma massa maxima de 29,4 g e ap0s isso, se apresentou a fase estacionaria onde
nao houve mais crescimento celular. Varios trabalhos tem definido essas duas
ultimas fases do crescimento das células para realizar a elicitagcdo para a
producdo de metabdlitos secundarios (XU e DONG, 2005; RAMANI e CHELLIAH,
2007), porém também pode ser realizada durante todo o periodo de crescimento
das células (PATEL e KRISHNAMURTHY, 2013).

5.3.3 Parametros cinéticos

A partir das constantes obtidas do modelo de Gompertz das massas
frescas, foram calculados os parametros cinéticos de cada tipo de cultura (Tabela
18). A velocidade maxima de crescimento das células em suspensao foi 3,3 vezes
maior que a dos calos, e consequentemente as células em suspensio
aumentaram até 13,7 vezes sua massa e os calos 2,6 vezes somente. Ndo é de
surpreender que as ceélulas em suspensao apresentaram melhor crescimento que
os calos cultivados em meio semissolido ja que taxas de crescimento das células
cultivadas em suspensdo sdo geralmente maiores que taxas de crescimento em
meio semissolido (ZULDIN et al., 2013).

Tabela 18. Parametros cinéticos dos calos e das células em suspensao de D. macrophyilla.

Parametros
o Calos Suspensao
Cinéticos
pmax (d) 0,015 0,05
A (dia) -1,116 9,4
G (dia) 4,9 3,7
I.C. 2,6 13,74

A partir da obtengdo do parametro de tempo lag (A), se pode confirmar o
observado nos graficos das curvas de ambas culturas, onde os calos nao
apresentaram fase /lag de crescimento e as suspensdes demoraram para comecar

a crescer 9,4 dias. Portanto, € provavel que as células inoculadas para iniciar as
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suspensdes celulares da curva se encontravam na fase estacionaria de
crescimento, o que levou a um periodo longo de fase /lag nas novas culturas.

Anteriormente foi estabelecido um sistema de células em suspensio da
espécie D. saccifera, onde foi usado um calo completamente friavel como inéculo
e com crescimento vigoroso em meio liquido (BRILHANTE, 2018). Os parametros
cinéticos dessa espécie foram melhores que os obtidos com a D. macrophylla,
onde calo semifriavel, com tendéncia a formar aglomerados, foi usado para o
estabelecimento das culturas. Isto pode explicar porque as células de D.
macrophylla que cresceram em agregados compactos tiveram um crescimento
menor.

Alguns sistemas de células vegetais em suspensao de espécies da familia
Rubiaceae, que sado fontes de metabdlitos de interesse sdo resumidos na tabela
19. Comparando os indices de crescimento (I.C.) se pode considerar que
crescimento das células em suspensdo de D. macrophylla estabelecido nesse

trabalho é intermediario.

Tabela 19.Parametros cinéticos de suspensdes celulares de Rubiaceas

Espécie Metabdlito I.C. umax (d™) Referéncia
Duroia macrophylla Iridoides 13,74 0,05 Lépez-Vazquez (2019)
Duroia saccifera - 17,45 0,219 Brilhante (2018)
Cephaelis Emetina e 4,0 - Jha et al (1991)
ipecacuanha Cefaelina
Galium mollugo Antraquinonas 2,0 - Sieweke e Leistner (1992)
Oldenlandia affinis Kalata B1 31,52 0,38 Seydel e Dérnenburg
(2006)
Rubia tinctorum Antraquinonas 1,7- - Busto et al (2013)
4,89
Rudgea jasminoides Polissacaridos 50 - Oliveira-Junior et al
(2010)

Apesar de nado ter um alto indice de crescimento comparado com outras
espécies, as suspensdes celulares de D. macrophylla se apresentam como uma
fonte promissora de obtencdo de biomassa com parametros cinéticos
considerados bons para a continuacido de estudos com a espécie, inclusive
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otimizar as condi¢gdes de crescimento para alcancar maiores rendimentos de

biomassa.

5.4 Melhoramento da formacgao de calo friavel

Como ja foi discutido anteriormente, a indugdo da formacéo de calos com
consisténcia friavel ajuda na otimizagdo do crescimento em culturas em
suspensdo. Nos primeiros experimentos realizados, foi concluido que as
concentragbes de 2 ANA +2 BAP mg.L'1 em meio MS mostraram melhores

resultados na formacao de calos friaveis, porém ndo em um 100 %.

Nos novos testes para o melhoramento da formagéo de calo friavel foram
mudadas as concentragdes e niveis de reguladores de crescimento e de
composi¢cdo de meio de cultura. Os tratamentos n&o apresentaram diferencas
significativas entre eles (p >0,05), porém, foi possivel observar que quando os
niveis de ambos tipos de reguladores de crescimento sdo baixos (menos de 2
mg.L™"), é obtida uma maior taxa de formagdo de calo friavel e quando a
concentragdo da auxina ANA é ligeiramente mais baixa em relagdo a citocinina
BAP, também mostrou melhores resultados (Figura 30). A espécie Morinda
elliptica (Rubiaceae) apresentou resultados similares no crescimento celular dos
calos quando o meio MS foi usado em combinacdo com concentragbes baixas de
reguladores de crescimento (0,5 mg L™ de ANA e 0,5 mg L™ de cinetina (KIN))
(ABDULLAH et al, 1998).

Os tratamentos C e D onde a concentracdo de BAP foi de 2 mg. L™ e de
ANA 1 e 1,5 mg. L respectivamente foram observadas porcentagens de 85% de
formacéo de calos friaveis, porém o tratamento D mostrou formagao de calos de
maior tamanho (Tabela 20). Isto representa 15% mais aos resultados obtidos nos
primeiros experimentos com as concentragdes de 2 mg.L” de ANA + 2 mg.L™" de
BAP. Ainda assim, os calos obtidos ndo foram de uma consisténcia 100% friavel,
porém ainda podem ser realizados mais experimentos para encontrar um melhor

balanceamento entre os reguladores de crescimento auxinas e citocininas, ja que
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isso € o0 que determina o estado de diferenciacdo e desdiferenciacdo dos calos
(SKOOG AND MILLER, 1957).

ANA mg.L""

—1,00
1,50

00,00

2,00
——4,00
75,0071

50,00

25,007

0,00

% de calos com formagao de calo friavel

-25,004

T T T
1,00 2,00 4,00

BAP mg.L"!

Figura 30.Grafico de perfil em porcentagem de formagao de calo friavel em distintas concentracées
de ANA e BAP.

Tabela 20. Porcentagem de tipos de calo formados nos tratamentos com ANA e BAP.

Tratamento ANA_1 BAP_1 Formg}géo de calo Calo Calo Ca!o com
(mg.L") (mg.L") friavel (%) grande(%) pequeno (%)  raiz (%)

A 2 1 35 35 0 65

B 1 1 35 25 10 65

C 1 2 85 40 45 10

D 1,5 2 85 85 0 10

E 4 2 10 0 10 35

F 2 2 70 60 10 20

G 2 4 25 10 15 15

Além dos reguladores de crescimento, a selecdo de um meio de cultura
adequado em relacao as concentragcdes de nutrientes no meio de cultura é crucial
para o crescimento das células vegetais (MURTHY; LEE; PAEK, 2014). Os
tratamentos variando a composicdo do meio de cultura n&do apresentaram
diferengas significativas na formacdo de calos friaveis (p > 0,05), porém, foi
observado que os meios WPM (meio reduzido em nitrogénio) e o MS com redugao
do 50% do mesmo, promoveram o crescimento dos calos (Tabela 21). Um dos

componentes mais importantes do meio basal € o nitrogénio, e existem espécies
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gue nao requerem ou nao toleram altas concentragcdes, como € o caso da espécie
Rudgea jasminoides (Rubiaceae) que apresentou maior formagéo de calo friavel
quando o meio de cultura foi suplementado s6 com a metade das fontes de
nitrogénio do meio MS (STELLA e BRAGA, 2002).

Tabela 21. Porcentagem de tipos de calo formados nos diferentes meios de cultura acrescidos com
2 ANA + 2 BAP (mg.L™).

Meio Formacéo de calo friavel Calo grande Calo pequeno Calo com raiz
(%) (%) (%) (%)
MS 70 65 15 20
MS (50
%) 75 60 15 10
WPM 90 85 10 15
B5 80 50 50 20
MS
_50% NIT 80 80 0 20

Também foi possivel notar que quando além do nitrogénio, os outros
nutrientes estiveram presentes em menor quantidade no meio de cultura (nos
meios B5 e MS com redugdo do 50% dos nutrientes) apresentaram um menor
crescimento dos calos. Isto sugere que os calos de D. macrophylla nao toleram
altas concentragdes de nitrogénio, o que impede seu crescimento, porém, todos
os demais nutrientes sdo essenciais para o0 mesmo.

Ainda existem muitas variaveis que podem ser exploradas para otimizar a
formacgao de calos friaveis de D. macrophylla. Por exemplo, mudando as fontes de
carbono, as concentragbes de outros nutrientes do meio (MURTHY; LEE; PAEK,
2014) e até usando outro tipo de explantes como segmentos nodais das plantulas
(ARMIJOS-GONZALEZ e PEREZ-RUIZ, 2016).

5.5 Caracterizagao histoquimica dos calos
Os calos corados com os distintos reagentes histoquimicos foram
observados no microscopio de luz para verificar a presenga dos metabdlitos

secundarios respectivos.

Quando os calos foram corados com FeCl; foram observadas pequenas
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manchas de coloragéo preta e marrom em todas as amostras (Figura 31), sendo
que os calos tratados com AICI; apresentaram uma coloragdo mais intensa e
manchas maiores. Isto pode sugerir que com a exposi¢ao a esse elicitor os calos
produzem maiores quantidades de substancias fendlicas, porém seria necessario
realizar um estudo mais aprofundado com mais amostras para comprovar essa

afirmacao.

Na coloragdo com o reagente de Wagner ndo foram encontradas
coloragdes vermelho-acastanhadas, pelo qual nao foi possivel verificar a presenca

de substancias nitrogenadas nos calos (Figura 32).
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Figura 31. Calos de D. macrophylla corados com FeCl; observados no microscopio de luz. 1.
Controle, 2. C. 50 mM KCI, 3. 0,15 mM AICl3, 4. 50 mM NaCl.

Finalmente, quando os calos foram corados com H,SO4 foram observadas
a coracgoes laranjas e vermelho-acastanhadas em todas as amostras (Figura 33)
Nos calos tratados com AICI; foi observada uma coragdo mais intensa, o qual
pode-se sugerir que nesse elicitor, os calos induzem a produgéo de terpenoides, p
que foi corroborado pelas analises de RMN, de CCDC e quimiométricas, onde

esta condi¢cdo produziu mais quantidade do iridoide (monoterpeno).

98



Figura 32.Calos de D. macrophylla corados com o reagente de Wagner observados no microscopio
de luz. 1. Controle, 2. 50 mM KCI, 3. 0,15 mM AICl3, 4. 50 mM NaCl.

Figura 33. Calos de D. macrophylla corados com H,SO, observados no microscopio de luz. 1.
Controle, 2. 50 mM KClI, 3. 0,15 mM AICl3, 4. 50 mM NacCl.
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Esses resultados sao unicamente descritivos e ndo podem ser usados para
realizar conclusbes, porém, servem para obter um panorama geral das principais

classes de metabdlitos secundarios presentes nos calos de D. macrophylla.

5.6 Analise fitoquimica dos extratos

A extracdo dos metabdlitos presentes nos calos foi realizada de forma
padronizada, usando metanol na proporgao de 1:15 g/mL (massa amostra/volume
de solvente) e repetindo a extragdo por 4 vezes, usando banho de ultrassom por

20 minutos em cada extracao.

5.6.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

5.6.1.1 Microextratos do teste de germinagao

Os extratos provenientes do teste de germinagcdo foram aplicados na
mesma concentragdo nas cromatoplacas de silica. Foram observadas manchas
nas CCDC quando reveladas na luz UVsss indicando a presenga de grupos
cromoforos e quando observadas na luz UVas4, em todos os extratos com excegao
do extrato dos tegumentos, foi observada uma mancha preta no Rf = 0,36, essa
mesma mancha apareceu em cor azul intenso quando a placa foi revelada com
anisaldeido sulfurico o que indicou a presenca de iridoides (Figura 34). Os
iridoides sao conhecidos por serem muito sensiveis quando tratados com
reagentes acidos, o qual hidrolisa ligagdes glicosidicas e decompde a estrutura
dando produtos de coloragdo azul (ZGORKA, 2008). Esse iridoide foi observado
em maior concentragdo nas sementes e todas a as partes das plantulas
germinadas no viveiro (Figura 34B e C). Os extratos das pléntulas germinadas in
vitro também tiveram a presenca do iridoide, porém em menores concentracdes.

Alguns iridoides ja foram isolados de outra espécie do género, a Duroia
hirsuta (PAGE; MADRINAN; TOWERS, 1994), porém €& a primeira vez que ha

indicios da presenga de iridoides na espécie D. macrophylla, e também que uma
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analise fitoquimica é realizada com pléantulas germinadas in vitro. A tribo Ixoroidae,
a qual pertence a espécie, tem os iridoides como marcadores quimiotaxonémicos
(MARTINS e NUNEZ, 2015), pelo qual ndo € de surpreender ter encontrado a

presenca dessa classe quimica nos extratos.

- 0,36

Figura 34. CCDC dos microextratos dos testes de germinagéo. Sistema de eluigdo AcOEt/MeOH
8:2. A) UV3g5, B) UVas4, C) Anisaldeido sulfurico. Extratos MeOH: 1. Tegumento, 2. Semente, 3.
Caule, 4. Folhas viveiro, 5. Raizes viveiro 6. Planta completa viveiro, 7. Plantulas in vitro estagio 1,
8. Estagio 2, 9. Estéagio 3.

E importante destacar que esse mesmo iridoide se apresentou desde o
estagio embrionario da plantula (semente) até a formac&o de plantulas. Estes
metabdlitos podem servir a uma variedade de papéis adaptativos na dispersido de
sementes ou como uma defesa contra predadores de sementes nao dispersantes
ou patégenos (WHITEHEAD; TIRAMANI; BOWERS, 2016). Os iridoides tém sido
relatados por serem substancias de defesa geral e por apresentarem efeito toxico
pés-ingestdo em predadores (BIERE; MARAK; VAN DAMME, 2004). Beckman
(2013) explica que toxicidade de folhas jovens e sementes causada pelos
metabdlitos secundarios possuem valor adaptativo e sdo importantes na evolugao
das espécies.

A biossintese de metabdlitos secundarios geralmente ocorre em 6rgaos e
tecidos especificos e € frequentemente restrita a uma etapa do desenvolvimento
da planta (HARTMAN, 1996), a qual pode influenciar ndo s6 a quantidade total de
metabdlitos produzidos, mas também as propor¢gdes relativas das substancias
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Muitos metabdlitos secundarios s&o sintetizados

e se acumulam nos tecidos jovens em desenvolvimento, particularmente nas
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folhas, ou em tecidos produtivos, bem como em flores e sementes. Estes
proporcionam protecdo aos tecidos jovens, tornando-se menos abundantes e
importantes conforme os tecidos envelhecem (BENNET e WALLSGROVE, 1994).
Isto pode explicar porque nado se tinha relatado anteriormente a presenca de
iridoides nos estudos fitoquimicos com individuos adultos de D. macrophylla
(MARTIS, 2014; NUNEZ, 2009).

5.6.1.2 Calos e suspensoes

Os extratos metandlicos dos calos e suspensdes de D. macrophylla que se
encontravam no 30° e 28° dia, respectivamente, apds seu subcultivo, também
foram analisados por CCDC, foram aplicados na mesma concentragdo nas
cromatoplacas de silica (Figura 35). Foram observadas manchas nas CCDC
guando reveladas na luz UV3es5 indicando a presencga de substancias com duplas
ligacdes.

No Rf = 0,1 nas CCDC ao serem reveladas com FeCls;, apresentaram
manchas cor marrom em ambos extratos, o que podem indicar a presenga de
substancias fendlicas. Nesse mesmo local da placa foram observadas na luz
UVses fluorescéncias azuis quando reveladas com NP/PEG e manchas verde-
amareladas no Rf = 0,32 quando reveladas com KOH, o que poderia indicar a
presenca de substancias fendlicas. Indicios de substancias fendlicas com
atividade antioxidante nos extratos de D. macrophylla foram relatados
anteriormente (MARTINS et al., 2014). Na familia Rubiaceae, muitas substancias
fendlicas como antraquinonas e flavonoides tem sido produzidas em culturas de
calos e suspensdes vegetais. As espécies Galium mollugo e G. uliginosum foram
relatadas como produtoras de antraquinonas em células em suspensdo na
auséncia de luz (LEDUC; RUHNAU; LEISTNER, 1991) e em cultura de calos das
especies Anthocephalus indicus (INDU et al,. 2013) e Uncaria elliptica (LAW e
DAS, 1989) foi relatada a produgéo de flavonoides.
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Figura 35. CCDC dos extratos de culturas in vitro de D. macrophylla. Sistema de eluicdo
AcOEt/MeOH 8:2.

Quando a placa foi revelada com anisaldeido sulfurico foi possivel observar
a possivel presencga de substancias fendlicas antes mencionadas, foi observada
uma coragao verde/marrom. Também apresentaram manchas cor purpura e roxas
no extrato das suspensdes (Rf = 0,78) que pode indicar a presenga de terpenos e
uma mancha rosa no extrato dos calos (Rf = 0,13) o que pode indicar a presenca
de esteroides. A presencga de terpenos nos extratos dos calos de D. macrophylla
foi relatada anteriormente (ZANCA, 2015; TANATA, 2017) e de terpenos e
esteroides nos extratos dos calos de D. saccifera (SOUZA, 2016; BRILHANTE,
2018).

Também foi observada uma mancha azul no extrato dos calos (Rf = 0,36) o
que indicou a preseng¢a do mesmo iridoide produzido pelas plantulas e sementes.
No entanto, essa mancha n&o apareceu no extrato das suspensdes. Esses
resultados indicam que os iridoides podem ser produzidos tanto em tecidos
diferenciados (plantulas) e nas sementes, assim como em células
desdiferenciadas de calos de D. macrophylla. Foi relatada a produgao de iridoides
em culturas in vitro de calos e suspensdes das espécies da familia Rubiaceae,
Gardenia jasmonides (NAGATOSHI et al., 2011) e Genipa americana (UEDA,
IWAHASHI; TOKUDA, 1991).
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5.6.1.3 Curvas de crescimento

Os extratos metandlicos dos diferentes dias da curva de crescimento dos
calos foram aplicados na mesma concentragao nas cromatoplacas de silica, e
revelados com anisaldeido sulfurico para observar a produgao do iridoide (Rf =
0,36) durante as etapas de crescimento das culturas. Entre os dias 30 a 36, nas
fases exponencial-linear foi observada uma maior concentracao do iridoide (azul)
(Figura 36 ) o qual foi comprovado mediante RMN de 'H e sera apresentado mais

na frente.

0 0 O 6 6 6 1212 12 18 18 18 24 24 24 30 30 30 36 36 36 42 42 42

3

.
’

0 0 O 6 6 6 12 12 12 18 18 18 24 24 24 30 30 30 36 36 36 42 42 42

Figura 36. Placas CCDC observadas em lux UVss5 € reveladas com anisaldeido sulfurico das
triplicatas de distintos tempos de cultura dos calos de D. macrophylla. Sistema de eluigdo
AcOEt/MeOH 8:2.

Os extratos metandlicos dos diferentes dias da curva de crescimento das
suspensdes celulares também foram aplicados na mesma concentragdo nas

cromatoplacas de silica e revelados com anisaldeido sulfurico. No periodo de 28 a
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35 dias da fase exponencial-linear foi observada uma maior concentragdo de
metabdlitos secundarios, apos esse periodo a concentragdo diminuiu (Figura 37).

0 0 O 7 7 7 14 14 14 21 21 21 28 28 28 35 35 35 42 42 42 49 49

N “

v ’i‘?ﬂglﬂﬁ. 11

0O 0 o0 7 7 7 14 21 21 21 28 28 28 35 35 35 42 42 42 49 49

Figura 37. Placas CCDC observadas em lux UV365 e reveladas com anisaldeido sulfurico das
triplicatas de distintos tempos de cultura das suspensbdes celulares de D. macrophylla. Sistema de
eluigdo AcOEt/MeOH 8:2.

5.6.1.4 Calos elicitados

Os tratamentos de elicitagdo dos calos foram realizados 33 dias apés seu
subcultivo. Todas as triplicatas dos tratamentos de elicitagdo dos calos foram
analisadas por CCDC e aplicadas na mesma concentracdo nas cromatoplacas de
silica (Figura 38). As CCDC permitiram comparar qualitativamente as
concentragdes de metabdlitos nos calos em cada tratamento de elicitagao.

Quando as placas foram reveladas com anisaldeido sulfurico foi observado
que a mancha azul pertencente ao iridoide foi mais intensa em alguns tratamentos

gue em outros comparados com os calos do controle que ndo foram expostos a
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nenhum tratamento de elicitagdo (Figura 39). Em geral foi possivel observar que
alguns tratamentos com NaCl, KCI, ABA e UV inibiram a produ¢ao do iridoide, no
entanto, os calos tratados com AICIl; e SNP promoveram a produgao do mesmo.
Isso também foi observado na luz UVas4s onde manchas mais escuras se
apresentaram no local onde se encontrava o iridoide nas CCDC, o que sugeriu
que uma quantidade maior de massa do iridoide foi produzida quando esses

tratamentos foram usados.

Controle NacCl KCl AlCly

123 50mM  100mM 200 mM 50mM  100mM 200mM 0,1mM  0,15mM 0,25 mM
SNP (NO) ABA UVse5

5mM 10 mM 20 mM 30 mM 3mg.Ll! 6mg.l?! 9mg.L? 10min  25min 45 min

Figura 38. Placas de CCDC observadas na luz UV, dos extratos dos calos de D. macrophylla

tratados com diferentes elicitores. Sistema de eluicdo AcCOEt/MeOH 8:2.

Ao serem observadas na luz UVsgs5, foi possivel observar que nas CCDC
dos calos tratados com SNP (NO), foram observadas mais bandas ao longo da
placa as quais nao foram observadas nos outros tratamentos.

Todas as triplicatas de cada tratamento foram analisadas unicamente por
CCDC e a caracterizacdo por RMN de "H foi realizada s com uma delas.
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Controle NaCl KCl AlCl,
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Figura 39. Placas de CCDC reveladas com anisaldeido sulfurico dos extratos dos calos de D.

macrophylla tratados com diferentes elicitores. Sistema de eluigdo AcOEt/MeOH 8:2.

Controle NaCl Kcl AlCl,

1 2 3 50 mM 100 mM 200 mM 50 mM 100mM 200mM 0,1mM 0,15mM 0,25 mM

SNP (NO) ABA UVsgs

5mM 10 mM 20 mM 30 mM 3mg.l! 6mg.l! 9mgl? 10min  25min 45 min

Figura 40. Placas de CCDC observadas na luz UV3ss dos extratos dos calos de D. macrophylla

tratados com diferentes elicitores. Sistema de eluigdo AcOEt/MeOH 8:2.
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5.6.2. Fracionamento do extrato dos Calos

O extrato metandlico dos calos de D. macrophylla (255 mg), foi fracionado
primeiramente usando uma Coluna empacotada com Sephadex LH-20 (d=1,5 cm),
da qual foram obtidas 10 fragdes. As fragdes foram analisadas por CCDC (Figura
41), a tabela 22 resume os sistemas de eluicdo usados e as classes quimicas

reveladas.

Tabela 22. Analise em CCDC das fragdes obtidas da coluna 1 (Sephadex LH-20).

Fracao Sistema de eluigao Revelador Classe quimica

1-3 AcOEt/MeOH 8:2 Anisaldeido | Terpenos, Esteroides

Terpenos

Anisaldeido o

4-5 AcOEt/MeOH 8:2 Iridoides
FeCl; Substancias fendlicas
FeCl; Substancias fendlicas

6-10 | AcOEt/MeOH/H,O 9:1:1

NP/PEG Substancias fendlicas

Anisaldeido FeCl, NP/PEG (UV,)

\i.’
Fragbes 2 3 4 5 6 7 8 9 10 6 7 8 9 10

Figura 41. Placas de CCDC das fragdes da coluna 1 (Sephadex LH-20).

As fragdes 4 e 5 que tiveram os indicios da presenca de um iridoide quando
reveladas com anisaldeido, foram reunidas e refracionadas (155 mg) em uma
coluna de SiO; (d= 1,3 cm). Dessa coluna foram obtidas 24 fracdes, porém so6
foram analisadas por CCDC as primeiras 5 fracbes (Tabela 23) ja que a
substancia de interesse foi encontrada nas fracées 3, 4 e 5 e as outras foram

reservadas para a analise posterior.
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Tabela 23. Analise das fragdes da coluna 2 de SiO, por CCDC.

Fracado | Sistema de eluicdo | Revelador | Classe quimica
1-2 CHCI3/MeOH 7:3 | Anisaldeido -
3 CHCI3/MeOH 7:3 | Anisaldeido Iridoide
4-5 CHCI3/MeOH 7:3 | Anisaldeido Iridoide

As fragdes 3 e 4-5 que continham os indicios de iridoides, foram analisadas
por LC-MS e 4-5 por RMN de 'H para verificar seu grau de pureza, porém as
mesmas fragcdes tiveram que ser reunidas e refracionadas por CCDP (22 mg).
Para realizar a CCDP foi usado o sistema de eluicdo CHCI3/MeOH 7:3 e eluida
uma vez. Foram separadas 6 fragdes (Figura 42), a fracdo 3 que continha o
iridoide (10 mg) foi analisada por LC-MS para verificar seu grau de pureza, no
entanto, ainda se encontrava em mistura com pelo menos duas substancias mais,

pelo qual foi realizada a purificagdo mediante o uso de CLAE.

Figura 42. Placa de CCDP das fragdes 3-5 da coluna 2 de SiO, observadas na luz UV3gs,

A fracdo 6 proveniente da purificacdo por CLAE continha a substancia
isolada, denominada Substancia |. De 255 mg de extrato metandlico dos calos de
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D. macrophylla que nado foram expostos a nenhum tratamento de elicitagdo foram
obtidos 1 mg da Substancia | tendo um rendimento de 0,39 % (Tabela 24).

Tabela 24. Rendimentos do fracionamento dos calos de D. macrophylla.

Substancia Rendimento
Rendimento

Peso fresco (g) Peso seco (mg) Peso extrato (mg) | Substéancia
extrato (%)
(mg) (%)
8,64 740 255 34,4 1 0,39

2: 254 nm, 8 nm
——— CP3. PURIFICACAO
CP3. PURIFICACAD

Figura 43. Cromatograma de purificagdo por CLAE da fragdo 3 obtida da CCDP (H,O/MeOH
80:20).

O processo de fraccionamento do extrato metandlico dos calos esta
apresentado no fluxograma da Figura 44.
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Extrato MeOH
Dm-CON
(255 mg)

[ Sephadex LH-20

4-5
(155 mg)

SiO;

(10,9 mg) |Lcwms

Figura 44. Fluxograma do processo de fracionamento do extrato metandlico dos calos de D.

macrophylla.

5.6.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

5.6.2.1 Elucidagao da substancia |

A substancia | foi analisada por RMN de 'H (Figura 45) e foram identificados
alguns dos sinais dos hidrogénios pertencentes ao esqueleto da molécula (Tabela
25). A substancia ainda se encontra em processo de elucidagdo, porém foi
possivel concluir que se trata de um iridoide glicosilado, ja que conta com
deslocamentos quimicos caracteristicos dessa classe quimica de metabdlitos
secundarios (DINDA; CHOWDHURY; MOHANTA, 2009; DINDA; DEBNATH,;
BANIK, 2011; DINDA; DEBNATH; HARIGAYA, 2007a, 2007b; EL-NAGGAR e
BEAL, 1980; DAMTOFT et al., 1981) além de revelar em cor azul nas CCDC
reveladas com anisaldeido sulfarico (ZGORKA, 2008).
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Tabela 25. Deslocamentos dos sinais do hidrogénio da substancia |

H d ppm

5,68 dd (J =1,8; 1,5 Hz)
7,3d(J=1,5Hz)
2,93 m
34s
5,98 dd (J = 6,0; 2,8 Hz)
5,67 dd (J = 6,0 1,6 Hz)
2,44 dd (J =9,0; 1,6)
4,44d(J=7,92 Hz)

= © o N O o W =

598 H

OH
OH OH

Figura 45. Proposta do esqueleto da Substancia | com alguns dos deslocamentos quimicos

identificados.

5.6.2.2 Microextratos das plantulas e sementes

Os extratos do material vegetal usado nos testes de germinagao in vitro
bem como as partes das plantulas germinadas no viveiro foram analisadas para

identificar possiveis sinais de interesse (Figura 46) .
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Figura 46. Espectros de RMN de 'H de diferentes extratos metandlicos de D.macrophylla.

Foi verificado que todos os extratos, com exceg¢do dos tegumentos,
apresentaram os sinais pertencentes ao iridoide isolado do extrato dos calos.
Como foi analisada a mesma massa de extratos diluida no mesmo volume de
solvente foi possivel comparar os espectros em termos de concentracdo. Como
pode ser observado na Figura 47, as sementes e as plantulas germinadas no
viveiro apresentaram maior intensidade de sinais nos deslocamentos do iridoide

(6n 7,3 e 5,98) o qual concorda com os resultados observados nas CCDC quando
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revelados com anisaldeido sulfurico onde a mancha azul pertencente a substancia
foi mais intensa. Com base nessas informagdes, esse resultado era esperado, ja
que as plantulas germinadas ex vitro se encontravam expostas a estresses que as
induzem a produzir maiores teores de metabdlitos secundarios (ZHAO; DAVIS;
VERPOORTE, 2005).

Raiz plantula viveiro

Caule plantula viveiro

Folhas plantula viveiro [
Plantula in vitro Estagio 3 ] 4 L

Plantula in vitro Estagio 2

Tegumento
o
re

Sementes e e

—————
7.5 70 6.5 6.0 55  [ppm]

Figura 47. Ampliacdo dos espectros de RMN de 'H na regido entre &y 5-8 de diferentes extratos
de D. macrophylla.

Um padrao interessante foi observado nesses espectros: quando a
concentragcédo do iridoide (a intensidade dos sinais) no extrato foi mais alta, foi
possivel observar sinais na regido de d4 8 a 10,5 os quais sdo caracteristicos de
hidrogénios ligados a nitrogénio (Figura 48). Isso pode indicar que o teor do
iridoide influencia na producdo de alcaloides, o qual € explicado mais a frente
pelas analises quimiométricas. Os extratos das folhas, do caule e das raizes
apresentaram um sinal em d4 9,4, o caule foi o unico a apresentar também um
sinal em &y 8,3 e as sementes apresentaram um sinal em &y 10,5. Sinais nesses
deslocamentos quimicos foram encontrados em alguns dos alcaloides isolados
dos galhos de individuos adultos de D. macrophylla por Martins (2014).
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Figura 48. Ampliagédo dos espectros de RMN de 'H entre 3, 8 - 10,5 de diferentes extratos de D.
macrophylla

5.6.2.3 Calos e suspensodes

Os espetros de RMN de 'H dos extratos dos calos e suspensdes coletados
apos 30° e 28° dia do seu subcultivo foram analisados (Figura 50). Alguns sinais
no espectro nos deslocamentos entre &4 6,5 e 8 indicaram a presenca de
hidrogénios ligados a anéis aromaticos provavelmente das substancias fenodlicas
qgue revelaram nos reveladores FeCl; e NP/PEG nas analises de CCDC nos dois
extratos. Foram também visualizados sinais na regido entre oy 2,5 e 3,6
caracteristicos de hidrogénios de carbonos carbindlicos (provavelmente de agucar)
em ambos extratos.

Existe um grupo de metabdlitos secundarios de polaridade alta chamados
de feniletanoides glicosilados, que s&o anéis aromaticos ligados a agucares e
possuem variadas atividades biologicas (XUE e YANG, 2016) (Figura 49). Essas
substancias sdo amplamente encontradas em extratos de culturas in vitro de
plantas e geralmente sdo produzidos em culturas que também produzem iridoides
glicosilados (PIATCZAK; GRABKOWSKA; WYSOKINSKA, 2018). As substancias
fendlicas reveladas nas placas de CCDC dos extratos dos calos e das suspensdes
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se encontravam muito proximo do ponto de aplicacdo (AcOEt/MeOH 8:2) o que
indica que sdo muito polares. Foi possivel observar também, sinais de dubletos
em Oy 4,3 e 5,1, caracteristicos de hidrogénios de carbonos anoméricos de
agucares, 0s quais, associados com o0s sinais na regido de hidrogénios
aromaticos, sugerem a presenca de feniletanoides glicosilados (PEREIRA et al.,
2008; Wu et al., 2004) (Figura z) ou até mesmo flavonoides glicosilados. Isto
poderia indicar a presenca desse tipo de substancias, porém seria necessario o

isolamento para ser confirmada essa suposigao.
4
o—R
0 5
3.0 (0] R
R
0
2- ¢}
R N1
R OH

Figura 49. Esqueleto basico de feniletanoides glicosilados produzidos por culturas in vitro de
tecidos vegetais (PIATCZAK et al., 2018).

A regido dos espectros entre dy 0,5 e 2,5 apresentaram varios sinais em
formas de multipletos caracteristicos de hidrogénios que poderiam pertencer a
esteroides ou triterpenoides revelados por anisaldeido sulfurico e visualizados na
regiao superior das placas de CCDC.

Também como apresentado nos resultados das placas de CCDC o espectro
das suspensdes nao apresentou os sinais do iridoide isolado. A cultura de calos e
de suspensao celular da espécie estudada foi realizada em presenca dos mesmos
nutrientes e reguladores de crescimento, porém, as condigdes de crescimento
temperatura (26 e 30 °C) e tipo de sistema de crescimento (semissolido e liquido)
foram diferentes. Isto pode explicar a diferenca no perfil quimico de ambas
culturas ja que o crescimento e desenvolvimento das plantas, assim como as
guantidades ou tipos de metabdlitos secundarios produzidos, sdo afetados pela
temperatura (EVANS, 2009).

116



—
— -
—_ e —
- i
e —
-~
- -
=" —all
——— ﬁ

H
\iiw

|

l

-

Calo dia 30
uspensao

S

.._JJMJIJUJ_JLu.U‘_.th J

Figura 50. Espectros de RMN de 'H dos calos e suspensdes celulares de D. macrophylla.

Em relagdo ao tipo de cultura, existem distintas diferengas entre o
crescimento em meio semissolido e liquido, pois no meio liquido a disponibilidade

de nutrientes e gases é maior e se distribui uniformemente, assim as células em
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suspensdo podem nao se encontrar num ambiente tdo estressante quanto os
calos no meio semissolido e por tanto, ndo precisam produzir de metabdlitos
secundarios. Ao mesmo tempo, a disponibilidade de nutrientes e gases por ser
mais uniforme em meio liquido, poderia se encontrar, em consequéncia, mais
saturado que no meio semissolido, o qual também pode inibir a producdo dos
metabolitos. Por isso, € necessario realizar mais estudos alterando as
concentragbes de nutrientes, usando distintos reguladores de crescimento,
condigdes de crescimento ou adicionando elicitores, ja que cada planta precisa de
estimulos e condi¢cdes especificas para agir da forma desejada (LINDEN et al.,
2001; ZHONG, 2001).

Outro ponto importante € que as células em suspenséo de D. macrophylla
na fase estacionaria apresentaram uma consisténcia mais friavel, ou seja, mais
desdiferenciada quando comparada com as células do calo. Muitos metabdlitos
secundarios, além de serem sintetizados quando as plantas sdo expostas a um
estresse, precisam de um tecido diferenciado para poderem ser produzidos
(SHILPA; VARUN; LAKSHIMI, 2010). Isto poderia explicar porque os calos, que
tinham consisténcia semifriaveis (ou seja, com um grau menor de
desdiferenciag&o), conseguiram produzir o iridoide e também maior concentragao

de metabdlitos secundarios.

5.6.2.4 Curvas de crescimento

Os espectros de RMN de 'H dos extratos de diferentes tempos de
crescimento dos calos e suspensdes foram analisados. O perfil quimico dos calos
foi semelhante, ja que foram observados os mesmos sinais em todos os
espectros, variando unicamente na intensidade dos sinais dependendo do periodo
de crescimento (Figura 51); por exemplo, foi observada a produgao do iridoide em
relagdo ao sinal em dy 5,98 (Figura 52). O iridoide comegou a ser produzido no 6°
dia de cultivo até o 30° dia onde apresentou a maior concentragéo (intensidade de
sinal) e no 36° dia o iridoide diminuiu sua concentracdo. Esses resultados
concordam com os obtidos nas analises de CCDC, onde a mancha azul indicando
a producéo do iridoide foi revelada com anisaldeido sulfurico.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H da curva de crescimento dos calos de D. macrophylla.

Também foi observado no espectro que um dubleto no deslocamento &y
4,89 (Figura 52) teve o comportamento oposto ao sinal em dy 5,98 do iridoide; isto
quer dizer que quando o sinal em &y 4,89 era mais intenso, o sinal do iridoide era
menos intenso e vice-versa. Foi realizado um grafico com relagdo dos sinais em
On 5,98 (iridoide) e &y 4,89 com o sinal do DMSO-ds (2,5 ppm) para observar sua
presengca ao longo do tempo (Figura 53). Esses resultados indicam que
provavelmente a molécula a qual pertence o dubleto poderia estar envolvida na
sintese mas também no consumo do iridoide, podendo ser um precursor ou um

produto do mesmo.
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Figura 52. Ampliagdes dos espectros de RMN de 'H da curva de crescimento dos calos de D.

macrophylla.
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Figura 53. Gréfico da produgéo do iridoide e a substancia envolvida na sintese ao longo do tempo

nos calos de D. macrophylla.
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Outro fator analisado, foi a producéo do iridoide em relagdo ao crescimento
dos calos no tempo (Figura 54). Foi identificado que a maior produg¢ao do iridoide
aconteceu no 30° dia duarante a fase estacionaria de crescimento, porém apés
esse tempo, foi observada a queda na producdo do mesmo e um aumento de
massa dos calos. Anteriormente foi discutida a possibilidade de um crescimento
diauxico nos calos por ter acontecido um aumento de massa posterior a fase de
crescimento estacionaria. Esses resultados corroboram com o que esta sendo
suposto, pois provavelmente a diminuicdo da producdo do iridoide foi devida a
ativacdo do crescimento exponencial da segunda fase de crescimento, onde
ocorreu 0 consumo de outro agucar presente no meio de cultura, diferente a

sacarose que foi adicionada no meio.

2.5 0.035
massa
=*|ridoide 0.03
2
0.025
— 15
=) 0.02 /H 5,89 ppm
3 JHDMSO — d,
o 1 0.015
©
7 0.01
©
= 05
0.005
0 0
0 6 12 18 24 30 36 42
Tempo de crescimento (d)

Figura 54. Grafico da produgcdo de massa e do iridoide ao longo do tempo nos calos de D.
macrophylla

No caso das suspensdes celulares o perfil quimico foi também muito
semelhante em todos os tempos, variando s6 na intensidade dos sinais. Tomando

como exemplo os sinais da regidao dos aromaticos em &4 7,66, 7,05 e 5,75, pode-
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se observar que entre os 35° e 42° dias da fase estacionaria houve uma maior
intensidade dos sinais (Figura 55). Isto concorda com os resultados observados
nas placas de CCDC reveladas com anisaldeido sulfurico, onde nesses dias da
fase estacionaria foi encontrada a maior concentragdo dos metabdlitos
secundarios. No 21° dia da fase exponencial também foi observada a diminuigao
desses e outros sinais no espectro, o quais sao caracteristicos dessa etapa de
crescimento, onde as células investem sua energia para produzir mais biomassa e

por tanto menor quantidade de metabdlitos secundarios.
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Figura 55. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da regido entre oy 5,5 e 8,0 da curva de

crescimento das suspensdes de D. macrophylla.

5.7 Analise Quimiométrica

5.7.1 Microextratos dos testes de germinagéo

A partir das analises de projecdo dos componentes principais (PCA) dos
espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos das plantulas germinadas tanto

in vitro como ex vitro, sementes e tegumentos, foi possivel observar a variagao
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entre os perfis quimicos. Nesse caso, os sinais analisados se encontravam entre
on 0,6-10,51, no entanto, foram avaliadas unicamente as regides do espectro onde
se apresentavam sinais e as que nao continham foram excluidas da analise
(ANEXO ).
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Figura 56. Grafico de ordenagédo de clusters PCA/Fuzzy dos scores dos espectros inteiros de
extratos de D. macrophylla. 1. Caule viveiro, 2. Plantula in vitro Est 2, 3. Plantula in vitro Est 3, 4.

Folha viveiro, 5. Raiz viveiro, 6. Semente, 7. Tegumento.

A analise multivariada PCA/Fuzzy revelou que havia diferencas
significativas no perfil de metabdlitos nos extratos, dividindo-os em dois clusters
enquanto os PC1 e PC2 explicaram a maior parte dos dados (71,2%) (Figura 56).
Ambos os clusters se encontraram distribuidos nos quatro quadrantes: o primeiro
cluster (verde) ficou conformado pelas sementes, os tegumentos, as plantulas
germinadas in vitro e as raizes das pléntulas do viveiro e se distribuiu nos
quadrantes lll e IV do mapa. A unica amostra desse cluster que ficou no quadrante
4 foi o extrato das raizes da plantula do viveiro, o qual parece estar associado a
intensidade maior dos sinais em &y 3,14 - 3,53 conforme ao observado no mapa
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de loadings (Figura 57). Nesses deslocamentos foram identificados alguns dos
sinais do iridoide isolado e dessa forma €& possivel afirmar que as raizes
apresentaram maior producdo dessas substancias em relacdo as plantulas

germinadas in vitro.
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Figura 57. Projecédo das variaveis (deslocamentos quimicos) dos espectros de RMN de 'H sobre os
loadings das amostras de plantulas, sementes e tegumentos. Cada numero representa uma regiao
do espectro (ANEXO 2), os pontos em vermelho representam os deslocamentos dos sinais que

afetam a localizagdo das amostras no mapa.

O cluster 2 (vermelho) ficou conformado pelas amostras das folhas e o
caule das plantulas germinadas no viveiro, localizadas nos quadrantes | e Il do
mapa, respectivamente. O fator indicativo que localizou as amostras nesses dois
quadrantes foi a intensidade de sinal nos deslocamentos quimicos o4 3,73 - 3,84
caracteristicos de hidrogénios ligados a agucares, onde as folhas apresentaram
em maior concentragao essas moléculas.

A diferenga entre as amostras dos dois clusters parece estar associada a
intensidade dos sinais presentes nos deslocamentos entre oy 5,65 - 5,72 que

pertencem ao iridoide isolado dos calos. Com isso pode-se afirmar que as folhas e
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caules apresentaram maior concentragcdo dessa substancia nos seus extratos
quando comparadas com as plantulas germinadas in vifro, as raizes e as
sementes. Para maior especificidade na divisdo de clusters entre as amostras, foi
realizada uma analise hierarquica de clusters (HCA) e no dendrograma da Figura
58, pode-se visualizar as amostras classificadas por similaridade do seu perfil

quimico.
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Figura 58. Grafico de ordenacéo hierarquica de clusters (HCA) dos espectros inteiros de extratos
de D. macrophylla. 1.Caule viveiro, 2. Plantula in vitro Est 2, 3. Plantula in vitro Est 3, 4.Folha

viveiro, 5. Raiz viveiro, 6. Semente, 7. Tegumento, 8. Plantula viveiro.

Os extratos do material vegetal usado nos testes de germinagao in vitro
bem como as partes das plantulas germinadas no viveiro, também foram
analisadas pela PCA/Fuzzy selecionando trés sinais nos deslocamentos &y 5,98
(sinal do iridoide isolado), 8,95 (sinal de hidrogénio aromatico); 9,4 e 10,5 ( sendo
os dois ultimos bastante caracteristicos de hidrogénios ligados a nitrogénio de
alcaloides inddlicos) (Figura 59). Os trés ultimos sinais de deslocamentos
quimicos s&o similares aos sinais dos alcaloides inddlicos previamente isolados da

planta in natura e cuja produgéo esta sendo almejada por este estudo.
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Figura 59. Sinais selecionados para fazer a andlise quimiométrica dos microextratos do material

vegetal do teste de germinacéao.

As amostras foram classificadas em 3 clusters confirmando que havia
diferencas significativas entre as amostras em relagdo aos sinais antes
mencionados e a PC1 e PC2 explicaram praticamente todos dados (99,1%)
(Figura 60). O primeiro cluster (verde) ficou conformado pelas amostras das
plantulas germinadas in vitro e os tegumentos; o segundo (azul) pelas amostras
das sementes, as plantulas germinadas no viveiro e pelas raizes. Finalmente o
terceiro cluster (vermelho) pelas amostras das folhas e dos caules. O fator
indicativo do posicionamento dos clusters no mapa estda associado aos
deslocamentos pertencentes ao iridoide e aos hidrogénios ligados a nitrogénios
(Figura 61). Ou seja, onde houve menor quantidade de iridoide presente na
amostra, mais a esquerda do mapa foram localizados. O inverso ocorreu com 0s
deslocamentos pertencentes a moléculas com hidrogénios ligados a nitrogénios,
onde houve maior quantidade dessas moléculas presentes no extrato, mais a
direita do mapa foram localizadas. Esses resultados sugerem que de fato, a
quantidade de iridoide presente nos extratos influencia na produgcéo de moléculas

com hidrogénios ligados a nitrogénio, que provavelmente sejam alcaloides.
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Figura 60. A) Grafico de ordenacéo de clusters PCA/Fuzzy dos scores dos sinais oy 5,98 (iridoide)

e 8,95 (hidrogénio aromatico), 9,4 e 10,5 ppm (hidrogénios ligados a nitrogénios) presentes nos

extratos de D. macrophylla. 1. Caule viveiro, 2. Plantula in vitro Est 2, 3. Plantula in vitro Est 3,

4.Folha viveiro, 5. Raiz viveiro, 6. Semente, 7. Tegumento, 8. Plantulas viveiro.
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Figura 61. Projecdo das variaveis (deslocamentos quimicos do iridoide e hidrogénios ligados a

nitrogénios) dos espectros de RMN de 'H sobre os loadings das amostras de plantulas, sementes

e tegumentos. Cada numero representa uma regido do espectro, os pontos em vermelho

representam os deslocamentos dos sinais que afeitam a localizagdo das amostras no mapa.
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Para uma melhor visualizacédo da divisao de clusters entre as amostras, foi
realizada uma analise hierarquica de clusters (HCA). No dendrograma da figura 62
€ possivel observar as amostras classificadas por similaridade na producédo do
iridoide e de alcaloides.
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Figura 62. Grafico de ordenacgéo hierarquica de clusters (HCA) com os sinais dy 5,98 ppm (iridoide)
e 8,95 ppm, 9,4 ppm e 10,5 ppm (hidrogénios ligados a nitrogénios) dos extratos de D.
macrophylla: 1. Caule viveiro, 2. Plantula in vitro Est 2, 3. Plantula in vitro Est 3, 4.Folha viveiro, 5.

Raiz viveiro, 6. Semente, 7. Tegumento, 8. Plantulas viveiro.

5.7.2 Calos elicitados

Os dados dos espectros de RMN de 'H das amostras dos calos elicitados
foram analisados por PCA/Fuzzy, no qual foi possivel verificar a variagdo entre os
perfis quimicos das amostras, por tanto, € possivel afirmar que os tratamentos de
elicitacdo tiveram diferengas significativas no estresse dos calos de D.
macrophylla. A regido do espectro analisada se encontra entre os deslocamentos
on 0,45 - 8,04, visto que sO nessa regidao havia presenga de sinais. Aquelas
regides onde ndo se apresentaram sinais foram excluidas (ANEXO 3).
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Foram ordenados mediante a analise PCA/Fuzzy 4 clusters diferentes e as
PC1 e PC2 explicaram a maioria dos dados (78,9%) (Figura 63). Varios dos
tratamentos com NaCl, KCI, com exposicado aos raios UV e as concentragdes altas
de SNP (20 e 30 mM), ndo causaram modificagdo significativa no perfil quimico
dos calos, ja que se encontraram no cluster do quadrante IV (azul claro) onde o

controle foi agrupado.
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Figura 63. Grafico de ordenacgéo de clusters PCA/Fuzzy dos espectros inteiros dos calos elicitados
de D. macrophylla: 1. Dm-100 K, 2. Dm-100 Na, 3. Dm-10 Al, 4. Dm-15 Al, 5. Dm-200 K, 6. Dm-
200Na, 7. Dm-25 Al, 8. Dm-50 K, 9. Dm-50 Na, 10. Dm-10 S, 11. Dm-20 S, 12. Dm-30 S, 13. Dm-3
A, 14. Dm-5 S, 15. Dm-6 A, 16. Dm-9 A, 17.Dm-10 UV, 18. Dm-25 UV, 19. Dm-45 UV, 20. Dm-

Controle.

Os tratamentos com ABA e algumas concentragbes de NaCl e KCI foram
agrupados no cluster do quadrante Il (vermelho), esses extratos apresentaram
menores concentragdes de metabdlitos secundarios como pode ser observado no

mapa de loadings (Figura 64).
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Os tratamentos com AICl;, 10 e 5 mM de SNP, 50 mM de NaCl e 200 de
KCI, apresentaram maiores diferencas em relagao aos outros tratamentos e foram
classificados em mais dois clusters nos quadrantes | (verde) e Il (azul escuro). O
fator indicativo da ordenacdo dessas amostras nesses quadrantes parece estar
relacionado com os sinais entre oy 2,41 - 2,46 que pertencem ao iridoide isolado,
além de que a maioria dos loadings se encontram localizados no lado direito do
mapa. Com isso se pode inferir que baixas concentracées de NO (SNP) e o metal
aluminio (AICl3) s&o elicitores capazes de estressar os calos de D. macrophylla
para o melhoramento da produgcdo dos seus metabdlitos secundarios e
principalmente o iridoide.
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Figura 64. Projecdo das variaveis (deslocamentos quimicos) dos espectros de RMN de 'H sobre os
loadings das amostras dos calos elicitados. Cada numero representa uma regido do espectro
(ANEXO 4), os pontos em vermelho representam os deslocamentos dos sinais que afetam a

localizagdo das amostras no mapa.

Para maior especificidade na divisdo de clusters entre os tratamentos, foi
realizada uma analise hierarquica de clusters (HCA). No dendrograma da figura
65, pode ser observado todos os tratamentos classificados por similaridade no seu

perfil quimico.
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Figura 65. Grafico de ordenagdo hierarquico de clusters HCA d dos espectros inteiros dos calos
elicitados de D. macrophylla: 1. Dm-100 K, 2. Dm-100 Na, 3. Dm-10 Al, 4. Dm-15 Al, 5. Dm-200 K,
6. Dm-200Na, 7. Dm-25 Al, 8. Dm-50 K, 9. Dm-50 Na, 10. Dm-10 S, 11. Dm-20 S, 12. Dm-30 S, 13.
Dm-3 A, 14. Dm-5 S, 15. Dm-6 A, 16. Dm-9 A, 17.Dm-10 UV, 18. Dm-25 UV, 19. Dm-45 UV, 20.

Dm-Controle.

5.7.2.1 Analise da produgao do iridoide nos calos elicitados

Os tratamentos de elicitacdo que foram analisados em relagao aos sinais do
iridoide (ANEXO 5) nos calos elicitados, apresentaram diferengas significativas
entre eles. Os dados foram agrupados em 4 clusters e a PC1 e PC2 explicaram
praticamente todos dados (98,6%) (Figura 66). O agrupamento desses dados em
quatro clusters foi diferente do agrupamento obtido quando foram analisados
todos os sinais do espectro, porém o comportamento foi diferente. Dois dos
clusters foram localizados do lado esquerdo do mapa nos quadrantes Il e IV. No
primeiro cluster (vermelho) foram agrupados a maioria dos tratamentos com NaCl
e KCI, os tratamentos com ABA, as concentragdes maiores de SNP e os calos
expostos por 10 e 25 min a luz UVsss. No cluster (azul escuro) seguinte foram
agrupados os calos tratados com 25 mM de AICl3;, 50 mM KCI, 50 mM NaCl e os
calos expostos por 45 min a luz UV3s4, 0s quais ndo tiveram diferenga na produgao

do iridoide em relagdo ao controle que se encontra no mesmo cluster.
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Figura 66. Grafico de ordenacdo de clusters PCA/Fuzzy das regides do espectro dos sinais do
iridoide nos calos elicitados de D. macrophylla: 1. Dm-100 K, 2. Dm-100 Na, 3. Dm-10 Al, 4. Dm-15
Al, 5. Dm-200 K, 6. Dm-200Na, 7. Dm-25 Al, 8. Dm-50 K, 9. Dm-50 Na, 10. Dm-10 S, 11. Dm-20 S,
12. Dm-30 S, 13. Dm-3 A, 14. Dm-5 S, 15. Dm-6 A, 16. Dm-9 A, 17.Dm-10 UV, 18. Dm-25 UV, 19.
Dm-45 UV, 20. Dm-Controle.

Os outros dois clusters foram localizados nos quadrantes | (verde) e Il
(azul claro). O fator indicativo da ordenacdo dessas amostras nesses quadrantes
esta relacionado a intensidade dos sinais que pertencem ao iridoide isolado
conforme ao observado no mapa de loadings, em que todas as variaveis se
encontram localizadas no lado direito do mapa (figura 67). Assim, é possivel
afirmar que os calos de D. macrophylla apresentaram uma diferenga maior na
producgao do iridoide quando o AICI; foi usado nas concentragdes de 10 e 15 mM e
em seguida quando o SNP (NO) foi usado nas concentragbes de 5 e 10 mM.
Enquanto aos tratamentos agrupados no cluster vermelho é possivel inferir que
inibem a produgéo desse iridoide ja que se encontram mais a esquerda do mapa,

mostrando uma menor produgdo em relagdo ao controle, o qual € considerado
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também uma resposta ao estresse. E possivel que esses tratamentos (com NaCl,
KCI, ABA e concentragdes altas de SNP) estejam elicitando a produgéo de outras

substancias nao identificadas até o momento.
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Figura 67. Projecao das variaveis (deslocamentos quimicos) dos sinais dos hidrogénios do iridoide
sobre os loadings das amostras dos calos elicitados. Os pontos em vermelho representam os

deslocamentos dos sinais que afeitam a localizagdo das amostras no mapa.

Na figura 68 é possivel observar a diferenga na produgdo do iridoide em
cada tratamento de elicitagdo apresentando a relagdo da integral do sinal em 04
5,98 ppm e a do solvente DMSO-ds, onde as maiores concentracbes foram
encontradas nos calos elicitados com 0,1 e 0,15 mM. O mesmo pode ser
observado no dendrograma de HCA que localiza as concentrag¢des 0,1 e 0,15 mM
de AICI3 em um cluster separado de todos os outros tratamentos (Figura 69).
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Figura 68. Proporgcédo da produgéo do iridoide em relagdo ao sinal do hidrogénio em &y 5,98 ppm
nos tratamentos de elicitagdo.

O aluminio € um metal toxico que se encontra no solo e provoca estresse
osmotico e oxidativo nas plantas (NASCIMENTO et al., 2013), onde varias
cascatas bioquimicas sao desencadeadas por diferentes estresses bidticos e
abidticos. Sabe-se que a cascata de proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) € uma das principais vias de transdugdo de sinal para mediacdo de
estimulos extracelulares de elicitores como: radiagcdo UV, estresse de
temperatura, ataque de patdégenos, seca, sal, horménios de sinalizagdo, escassez
de nutrientes e estresse por aluminio (Al) (MOSSOR-PIETRASZEWSKA, 2001). A
ativacdo de MAPKs tem sido observada quando raizes do trigo (Triticum aestivum)
foram expostas a aluminio, pelo que foi relatado essa proteina quinase pode estar
envolvida na resposta fisiologica por exposigao ao Al (OSAWA e MATSAMUTO,
2001). Um outro estudo, desenvolvido com a espécie Catharantus roseus
demostrou que a producio de alcaloides nas células elicitadas com SNP depende
da ativacdo de uma proteina MAPK (XU e DONG, 2005). Essa ativacado afeta
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outras vias ou genes especificos (VASCONSUELO e BOLAND, 2007), onde as
enzimas resultantes catalisam a biossintese dos metabdlitos secundarios (WANG
et al., 2017).
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Figura x. Grafico de ordenagéo hierarquico de clusters (HCA) das regides do espectro dos sinais
do iridoide nos calos elicitados de D. macrophylla: 1. Dm-100 K, 2. Dm-100 Na, 3. Dm-10 Al, 4.
Dm-15 Al, 5. Dm-200 K, 6. Dm-200Na, 7. Dm-25 Al, 8. Dm-50 K, 9. Dm-50 Na, 10. Dm-10 S, 11.
Dm-20 S, 12. Dm-30 S, 13. Dm-3 A, 14. Dm-5 S, 15. Dm-6 A, 16. Dm-9 A, 17.Dm-10 UV, 18. Dm-
25 UV, 19. Dm-45 UV, 20. Dm-Controle.

Muitos estudos tem relatado o uso do AICl; como elicitor de alcaloides em
culturas in vitro das espécies Brugmansia candida (SPOLLANSKY; PITTA-
ALVAREZ; GIULIETTI, 2000) Rauvolfia serpentina (ZAFAR et al., 2017) e Datura
metel (AJUNGLA et al., 2009), assim como o uso de SNP como doador da
molécula sinalizadora em Catharantus roseus (XU e DONG, 2005).

Os iridoides sdo monoterpenos que junto com o triptofano, s&o precursores
biossintéticos dos alcaloides inddlicos (DEWICK, 2002). O fato de que culturas in
vitro de calos de D. macrophylla produzam iridoides, em conjunto com os estudo
de Coelho (2019), no qual é descrito que calos da espécie possuem enzimas da
rota biossintética dos alcaloides inddlicos, € um resultado muito importante, ja que
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as culturas in vitro de células além de serem fontes inesgotaveis de material
vegetal (LILA, 2005), permitem a continuacdo de estudos com a planta, sob
condi¢cbes controladas, visando a producdo de alcaloides sem necessidade de
coletar a planta selvagem.

Em relacdo a técnica de elicitagcdo, uma outra alternativa seria usar o
préprio iridoide como elicitor, ja que aumentaria sua concentragdo na cultura
provocando um estresse nas células. Esse ultimo pode ser reforcado com os
resultados observados nos microextratos das pléntulas do viveiro, que mostraram
que quando o teor do iridoide foi alto, foram encontrados hidrogénios que
possivelmente pertencem a alcaloides. Estudos de elicitagdo tém demostrado que
o uso de iridoides como precursores de origem terpenoide promove a formagéo de
alcaloides inddlicos em culturas de células em suspensao de Catharantus roseus
(MORENO; HEIDJEN; VERPOORTE, 1993).

No entanto, um dos principais obstaculos para a produgdo de metabdlitos
secundarios em cultura de tecidos vegetais utilizando elicitores é o pouco
conhecimento das complexas rotas biossintéticas. E necessario conhecer como as
culturas respondem a distintos estresses (elicitores) para poder desenhar
estratégias para a otimizagdo da produgéo dos metabdlitos (RAMIREZ-ESTRADA,
2016).

Os resultados deste trabalho criam wuma perspectiva geral do
comportamento das células de calos de D. macrophylla quando sao submetidos a
distintos estresses. Foi observado que os calos sofrem maior estresse e, portanto,
tem maior resposta a producdo de metabdlitos secundarios quando sao expostos
a metais toxicos como o aluminio e a moléculas sinalizadoras como o 6Oxido
nitrico. E importante realizar maiores estudos enquanto as condi¢des de cultura,
niveis de reguladores de crescimento, usar outro tipo de elicitores, alterar outras
concentracbes e tempo de exposicdo dos mesmos, para poder otimizar os
resultados para a produgao de metabdlitos secundarios.

O sistema de cultura de calos, tem sido utilizado com menor frequéncia nos
estudos de metabdlitos secundarios em culturas de tecidos vegetais, apenas para
avaliar o efeito de elicitores para a producdo de metabdlitos secundarios (GIRI e
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ZAHEER, 2016). As suspensdes celulares de D. macrophylla demostraram ser um
bom sistema de obtencdo de biomassa da espécie, porém, € necessario realizar
estudos para fornecer as melhores condigbes para a producdo de metabdlitos
secundarios de interesse.

Uma das principais abordagens que poderiam ser realizadas com a espécie
€ a selecdo de linhas celulares que elevem a acumulacdo de metabdlitos
secundarios. A escolha dessas linhas celulares deve ocorrer desde a coleta da
planta mae de onde ser&o obtidos os explantes para o estabelecimento in vitro, ja
gue tem sido comprovado que plantas com altos e baixos niveis de producéo de
metabdlitos secundarios conservam sua alta ou baixa producédo até por quatro
geracbes (BIERE; MARAK; VAN DAMME, 2004). Apos deverao ser selecionadas
as linhas celulares de calos com melhor crescimento e produ¢cdo de metabdlitos
secundarios para estabelecer as suspensodes celulares (ZHONG, 2001).
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5 CONCLUSOES

* As sementes e as plantas em estagio juvenil in vitro e ex vitro de D.
macrophylla sdo produtoras de iridoides.

* As sementes de D. macrophylla s&o um bom explante para o
estabelecimento in vitro da espécie.

* Concentragcboes baixas de ANA e BAP promovem a formacado de calos
semifriaveis de D. macrophylla.

* Os calos de D. macrophylla produzem substancias de origem terpenoide,
como iridoides e substancias fendlicas.

* As suspensbes celulares de D. macrophylla ndao s&o produtoras de
iridoides.

* As suspensdes celulares de D. macrophylla sao uma fonte promissora de
biomassa da espécie.

* O AICIz e o NO promovem a produgao de metabdlitos secundarios nos
calos de D. macrophylla.
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6 ANEXOS

ANEXO 1

Regides dos espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos das
plantulas germinadas tanto in vitro como ex vitro, sementes e tegumentos

analisadas na PCA. As excluidas se apresentam em vermelho.

Area do espectro  Faixa (ppm)
1 0,6-1.51
2.06-2.55
2.67-3.94
4.22-4.32
4.4-4.47
4.83-5.73
5.96-6.01
6.53-8,0
8,28-8,32
10 9.37-9.43
10.44-10.51
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ANEXO 2

Valores em ppm dos loadings dos espectros de RMN de 'H dos extratos
metandlicos das plantulas germinadas tanto in vitro como ex vitro, sementes e

tegumentos analisadas na PCA.

Loading Regido do espectro &4 Loading  Regido do espectrody Loading  Regido do espectro o4

(ppm) (ppm) (ppm)
1 10,51-10,45 48 5,58-5,56 95 3,05-2,99
2 10,45-10,44 49 5,56-5,50 96 2,99-2,98
3 10,44-9,38 50 5,50-5,49 97 2,98-2,91
4 9,38-8,28 51 5,49-5,42 98 2,91-2,88
5 8,28-7,95 52 5,42-5,38 99 2,88-2,83
6 7,95-7,92 53 5,38-5,38 100 2,83-2,81
7 7,92-7,91 54 5,38-5,33 101 2,81-2,77
8 7,91-7,85 55 5,33-5,26 102 2,77-2,74
9 7,85-7,82 56 5,26-5,24 103 2,74-2,68
10 7,82-7,77 57 5,24-5,21 104 2,68-2,54
11 7,77-7,76 58 5,21-5,18 105 2,54-2,52
12 7,76-7,70 59 5,18-5,11 106 2,52-2,44
13 7,70-7,64 60 5,11-5,09 107 2,44-2,40
14 7,64-7,60 61 5,09-5,04 108 2,40-2,39
15 7,60-7,60 62 5,04-5,02 109 2,39-2,35
16 7,60-7,53 63 5,02-4,95 110 2,35-2,30
17 7,53-7,52 64 4,95-4,95 111 2,30-2,29
18 7,52-7,47 65 4,95-4,91 112 2,29-2,21
19 7,47-7,42 66 4,91-4,85 113 2,21-2,20
20 7,42-7,38 67 4,85-4,83 114 2,20-2,13
21 7,38-7,36 68 4,83-4,40 115 2,13-2,10
22 7,36-7,33 69 4,40-4,31 116 2,10-2,-06
23 7,33-7,25 70 4,31-4,28 117 2,06-1,50
24 7,25-7,21 71 4,28-3,93 118 1,50-1,43
25 7,21-7,21 72 3,93-3,92 119 1,43-1,39
26 7,21-7,17 73 3,92-3,87 120 1,39-1,37
27 7,17-7,11 74 3,87-3,84 121 1,37-1,35
28 7,11-7,09 75 3,84-3,77 122 1,35-1,31
29 7,09-7,02 76 3,77-3,73 123 1,31-1,27
30 7,02-6,98 77 3,73-3,72 124 1,27-1,23
31 6,98-6,94 78 3,72-3,67 125 1,23-1,16
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

6,94-6,94
6,94-6,88
6,88-6,84
6,84-6,82
6,82-6,78
6,78-6,71
6,71-6,69
6,69-6,66
6,66-6,60
6,60-6,57
6,57-6,53
6,53-5,96
5,96-5,72
5,72-5,65
5,65-5,62
5,62-5,58

79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

3,67-3,64
3,64-3,59
3,59-3,55
3,565-3,53
3,63-3,48
3,48-3,45
3,45-3,41
3,41-3,34
3,34-3,31
3,31-3,30
3,30-3,25
3,25-3,20
3,20-3,18
3,18-3,14
2,14-3,10
3,10-3,05

126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139

1,16-1,12
1,12-1,10
1,10-1,04
1,04-1,00
1,00-0,97
0,97-0,94
0,94-0,92
0,92-0,88
0,88-0,82
0,82-0,77
0,77-0,73
0,73-0,70
0,70-0,68
0,69-0,00
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ANEXO 3

Sinais do iridoide e dos hidrogénios ligados a nitrogénio dos espectros de
RMN de 'H dos extratos metandlicos das plantulas germinadas tanto in vitro como
ex vitro, sementes e tegumentos analisadas na PCA. As excluidas se apresentam

em vermelho na imagem do espectro.

Area do espectro  Faixa (ppm)
5.96-6.01
9.37-9.42
8.28-8.32

10.44-10.56
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ANEXO 4

Regides dos espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos dos calos
de D. macrophylla elicitados, analisadas na PCA. As regides excluidas se

apresentam em vermelho na imagem do espectro.

Area do espectro  Faixa (ppm)
1 0,45-0,53
0,59 — 1,29
1,40 - 2,56
2,66 — 4,49
4,8 — 4,94
5,07 -5,2
5,26 — 5,33
5,64 -5,73
5,94 — 6,01
6,10 - 6,30
6,51 - 6,56
6,64 - 7,14
7,25-8,04
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ANEXO 5

Valores em ppm dos loadings dos sinais selecionados dos espectros de
RMN de "H dos extratos metandlicos dos calos elicitados, analisados na PCA.

Loading Regido do espectro &y Loading  Regido do espectro &4  Loading  Regido do espectro &4

(ppm) (Ppm) (ppm)
1 8,04-7,98 38 4,80-4,47 75 2,46-2,41
2 7,98-7,94 39 4,47-4,38 76 2,41-2,37
3 7,94-7,88 40 4,38-4,37 77 2,37-2,36
4 7,88-7,84 41 4,37-4,32 78 2,36-2,30
5 7,84-7,80 42 4,32-4,22 79 2,30-2,21
6 7,80-7,75 43 4,22-417 80 2,21-2,15
7 7,75-7,70 44 4,17-415 81 2,15-2,14
8 7,70-7,60 45 4,15-4,07 82 2,14-2,08
9 7,60-7,58 46 4,07-4,05 83 2,08-2,04
10 7,58-7,54 47 4,05-4,01 84 2,04-2,00
11 7,54-7,46 48 4,01-3,96 85 2,00-1,91
12 7,46-7,44 49 3,96-3,91 86 1,91-1,89
13 7,44-7,34 50 3,91-3,84 87 1,89-1,79
14 7,34,7,33 51 3,84-3,77 88 1,79-1,79
15 7,33-7,13 52 3,77-3,71 89 1,79-1,69
16 7,13-7,12 53 3,71-3,67 90 1,69-1,65
17 7,12-7,07 54 3,67-3,63 91 1,65-1,58
18 7,07-6,99 55 3,63-3,59 92 1,58-1,56
19 6,99-6,91 56 3,59-3,50 93 1,56-1,50
20 6,91-6,91 57 3,50-3,48 94 1,50-1,43
21 6,91-6,83 58 3,48-3,44 95 1,43-1,40
22 6.83-6,81 59 3,44-3,35 96 1,40-1,26
23 6,81-6,71 60 3,35-3,33 97 1,26-1,16
24 6,71-6,66 61 3,33-3,28 98 1,16-1,15
25 6,66-6,55 62 3,28-3,21 99 1,15-1,06
26 6,55-6,51 63 3,21-3,18 100 1,06-1,02
27 6,51-6,14 64 3,18-3,13 101 1,02-0,95
28 6,14-6,10 65 3,13-3,06 102 0,95-0,95
29 6,10-5,94 66 3,06-2,99 103 0,95-0,90
30 5,94-5,71 67 2,99-2,96 104 0,90-0,80
31 5,71-5,64 68 2,96-2,93 105 0,80-0,75
32 5,64-5,26 69 2,93-2,83 106 0,75-0,70
33 5,26-5,18 70 2,83-2,82 107 0,70-0,69
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34
35
36
37

5,18-5,08
5,08-5,07
5,07-4,85
4,85-4,80

71
72
73
74

2,82-2,72
2,72-2,67
2,67-2,66
2,66-2,46

108
109
110

0,69-0,59
0,59-0,48
0,48-0,00
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ANEXO 6

Sinais do iridoide nos espectros de RMN de 'H dos extratos metandlicos
dos calos de D. macrophylla elicitados, analisadas na PCA . As regides excluidas
se apresentam em vermelho na imagem do espectro.

Area do espectro  Faixa (ppm)
4.37-4.47
5.43-5.5
5.65-5.71
5.95-6.01
7.28-7.33
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