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RESUMO GERAL

A Garcinia brasiliensis, conhecida como Bacupari, € uma espécie que se destaca por
apresentar metabdlitos secundarios com vérias atividades biologicas. Porém, na natureza a
producdo destes compostos € muito pequena. Para aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios, de interesse econémico ou medicinal, vem sendo estudadas estratégias
biotecnologicas como producdo destes compostos in vitro. A adicdo de elicitores, tais qual o
acido salicilico (AS) e o acido jasmdnico (AJ), no meio de cultura em cultivo de células pode
ser uma alternativa para maximizar a producdo destes compostos. Neste contexto, o trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito elicitor do AS e do AJ na producdo de compostos
fenolicos e flavonoides totais em calos de embribes zigdticos de G. brasiliensis. Para
calogénese foram testadas diferentes combinagdes da 2-iP (0; 9; 18; 36; 72 uM e 2,4-D (0;
2,05; 10,26; 18,47; 28,73 uM) em meio de cultura Wood Plant Medium (WPM). Cortes de
calos com 20 dias foram corados com azul de toluidina e lugol para avaliagdes histoldgicas.
As éareas cobertas por calos nos explantes foram medidas por meio do programa ImageJ®.
Para inducdo da producdo de compostos fendlicos e flavonoides totais os calos foram
subcultivados em meio WPM contendo AS (0,1; 1; 10; 100 M) na auséncia de 2-iP e 2,4-D e
AS (0,1; 1; 10; 100 uM) com presenca de 72 uM de 2-iP e 28,73 uM de 2,4-D e AJ nas
concentragdes 0,1; 1; 10; 100 uM. Os calos ficaram incubados por 150 dias, a 25° C e
auséncia de fotoperiodo. A cada 30 dias, calos foram submetidos a analise de contetudo de
fendlicos e flavonoides totais. Para determinacdo da cinética dos calos, estes foram pesados a
cada 30 dias (para tratamentos com AS) e 15 dias (para tratamentos com AJ), tracando-se a
curva de crescimento. Os calos com 30 e 90 dias de incubacdo foram analisados quanto ao
teor de fukugetina e 7-epiclusianona. Ao fazer as avalia¢Ges histoldgicas pode-se notar que as
células dos calos expostos as concentracdes que proporcionaram maior calogénese (72 UM de
2-iP com 28,73 uM de 2,4-D) se mostraram de tamanhos bem variados e com espaco
intercelular, caracterizando um tecido desorganizado. Quanto a area dos calos, constatou-se
gue o tratamento que melhor proporcionou calogénese foi 72 uM de 2-iP com 28,73 uM de
2,4-D. Na elicitacdo, altas concentracfes de AS (10 e 100 puM) e maior tempo de exposicéo
(120 e 150 dias) ndo implicaram maior acimulo de compostos fenolicos e flavonoides totais.
A concentragdo de 0,1 uM de AS foi eficiente na producdo de fukugetina e 7-epiclusianona
guando os calos ficam expostos 30 dias em meio de cultura. Porém, quando o AS foi

adicionado ao meio juntamente com 2-iP e 2,4-D, a concentracdo que mais elicitou a



producao de fukugetina e 7-epiclusianona foi 10 puM de AS com 90 dias de exposi¢do. A
concentracéo de 0,1 UM de AJ promoveu o incremento da massa dos calos de G. brasiliensis
e, com aumento do tempo de exposicédo, foi favoravel a producdo de fendis e de flavonoides.
As maiores concentracdes testadas de AJ (10 e 100 uM) foram as mais eficientes na
estimulacdo da producdo da fukugetina e 7-epiclusianona quando os calos permaneceram 90
dias expostos ao elicitor. Para a producdo de fukugetina, a condicdo mais favoravel foi a
exposicdo por 30 dias em meio de cultura WPM contendo 10 uM de AJ. Enfim, pode-se
concluir que para obter melhor calogénese em embrides de Bacupari € necessario altas
concentracOes de 2-iP e 2,4-D. O AS e 0 AJ demonstraram serem elicitores abidticos eficiente
na otimizacdo de metabdlitos secundarios em calos de G. brasiliensis. Levando em
consideracdo a curva de crescimento dos calos de Bacupari, pode-se concluir que o melhor
periodo para a extracdo dos metabolitos secundarios dos calos de G. brasiliensis foi o inicio

da fase estacionaria.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Plantas medicinais. Calogénese. Fendlicos.

Flavonoides. Fukugentina. 7-epiclusianona. Curva de crescimento.



ABSTRACT

Garcinia brasiliensis, known as Bacupatri, is a species that stands out for presenting secondary
metabolites with different biological activities. However, the nature of the production thereof
is very small. To increase production of secondary metabolites, economic and medical
interest, biotechnological strategies have been studied as production of these compounds in
vitro. The addition of elicitors, such that salicylic acid (SA) and jasmonic acid (AJ), in the
culture medium for cell culture may be an alternative to maximize the production of these
compounds. In this context, the work was to evaluate the effect of elicitor AS and AJ in the
production of phenolics and total flavonoids in callus of zygotic embryos of G. brasiliensis.
For callus induction were tested different combinations of 2-iP (0; 9; 18; 36; 72 uM) and 2,4-
D (0; 2.05; 10.26; 18.47; 28.73 uM) in the medium of culture Wood Plant Medium (WPM).
Callus with 20 days were stained with toluidine blue and lugol for histological evaluation. The
areas covered by callus on explants were measured through ImageJ® program. For induction
of phenolic compounds and total flavonoid callus were subcultured on WPM containing AS
(0.1, 1, 10, 100 pM) in the absence of 2-iP and 2,4-D and AS (0.1, 1, 10, 100 uM) with
presence of 72 uM 2-iP and 28.73 mM of 2,4-D and AJ in concentrations 0.1, 1, 10;. 100 uM.
The callus were incubated for 150 days at 25 ° C and absence of photoperiod. Every 30 days,
callus were subjected to phenolic content analysis and total flavonoid. To determine the
kinetics of calluses, these were weighed every 30 days (for treatments with AS) and 15 days
(for treatments AJ) to the growth curve. Callus with 30 and 90 days of incubation were
analyzed for content of fukugetin and 7-epiclusianone. By making the histological evaluations
can be noted that the cells of calluses exposed to the conditions that gave greater callus
formation (72 pM of 2-iP with 28.73 puM of 2,4-D) have proved very varied sizes and
intercellular space, featuring a disorganized tissue. The area of callus, it was found that the
treatment gave better callus induction was 72 uM 2-iP with 28.73 uM 2,4-D. In elicitation,
high concentrations of AS (10 and 100 uM) and longer exposure time (120 and 150 days) did
not entail greater accumulation of phenolic compounds and total flavonoids. The
concentration of 0.1 pM AS was efficient in producing fukugetina and 7-epiclusianone in
callus when they are exposed 30 days in culture medium. But when the AS was added to the
medium with 2-iP and 2,4-D, the concentration that elicited the production of more fukugetina
and 7-epiclusianone was 10 uM AS with 90 days of exposure. The concentration of 0.1 uM

AJ promoted the increase of the mass of calluses and G. brasiliensis, increasing the exposure



time was favorable production of phenols and flavonoids. The highest concentrations tested
AJ (10 and 100 puM) were more efficient in stimulating the production of fukugetina and 7-
epiclusianone when the calli 90 days remained exposed to the elicitor. For the production of
fukugetin, the most favorable condition for the exposure was 30 days in WPM containing 10
MM of AJ. Anyway, it can conclude that for better callus induction in Bacupari embryos is
necessary high concentrations of 2-iP and 2,4-D. The AS and AJ shown to be effective abiotic
elicitors on the optimization of secondary metabolites in callus of G. brasiliensis. Taking into
account the growth curve of bacupari callus, it can be concluded that the best period for the

extraction of secondary metabolites of G. brasiliensis callus was the early stationary phase.

Keywords: Bioactive compounds. Medicinal plants. Callus formation. Phenolic. Flavonoids.

Fukugentin. 7-epiclusianone. Growth curve.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

2,4-D - 4cido 2,4-diclorofenoxilacético

2-iP - 2-1sopenteniladenina

AJ - &cido jasmonico

AS - &cido salicilico

B.O.D. - camara de germinagéo (Biochemical Oxigen Demand)

BAP - 6-benzilaminopurina

FAA - formaldeido, acido acético e etanol

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High performance liquid
chromatography)

MS - meio de cultura Murashige e Skoog

PAL - fenilalanina amonia liase

pH - potencial hidrogenionico

uv - ultra viloleta

A - volume por volume

WPM - meio de cultura Wood Plant Mediun

ng.mg*MS - micrograma por miligrama de massa seca de extrato

UM - micromolar
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CAPITULO 1 Introduco geral

A Garcinia brasiliensis Mart., conhecida como Bacupari (MARTINS et al.,
2011), é uma espécie nativa da regido amazonica e cultivada em todo territorio brasileiro
(COELHO et al.,, 2008). Esta planta destaca-se por apresentar compostos com Varias
atividades bioldgicas, tais como propriedade anti-anafilatica (NEVES et al., 2007),
propriedade anti-HIV (REUTRAKUL, 2007), atividade antimicrobiana (NALDONI et al.,
2009), antitumoral (CUNHA, 2014), anti-inflamatdria, efeito antiproliferativo em células de
cancer humano, agente anticéarie e antiplaca bacteriana (MURATA et al., 2010), atividade
leishmanicida (PEREIRA et al., 2011) e esquitossomicida (CASTRO et al., 2015).

As evidéncias de que plantas, como a G. brasiliensis, possuem compostos
secundarios de interesse, somadas a grande busca atual na utilizacdo de produtos naturais com
aplicacdes medicinais e as pequenas quantidades normalmente existentes nas plantas, como
também as preocupantes consequéncias ambientais geradas pela coleta predatoria e
indiscriminada das plantas em seu habitat, realcam o interesse pela utilizacdo das tecnologias
de cultura de células de plantas (FUMAGALI et al., 2008).

Para aumentar a producdo desses metabolitos secundarios, de interesse
econémico ou medicinal, vem sendo estudadas estratégias como a adic¢do de elicitores, como
o0 acido salicilico (AS) e o acido jasmonico (AJ), no meio de cultura em cultivo de células in
vitro (DIOS-LOPEZ et al.,, 2011; LARGIA et al., 2015; PEREZ-ALONSO et al., 2014;
PITTA-ALVAREZ et al., 2000; SAHU et al,. 2013).

Tanto o AS quanto o AJ sdo hormdnios que atuam na defesa da planta contra
insetos biotrépicos e necrotropicos, respectivamente (PIETERSE et al., 2012). Ambas as
moléculas também foram usadas para otimizar a producdo de uma variedade de metabdlitos
secundarios em um grande numero de variedade de plantas, tais como antocianinas em
culturas de calos de Rosa hybrida (RAM et al., 2013), &cido romarinico na cultura in vitro de
Solenostemon scutellarioides (SAHU et al., 2013), isoflavonas em cultura de raiz de soja
(THEBORAL et al., 2014), terpenoides em culturas de células em suspenséo de Catharanthus
roseus (SAIMAN et al., 2014) e compostos fendlicos e flavonoides totais em cultura de raiz
adventicias de Eleutherococcus koreanum (LEE; PARK; PAEK, 2015).

Os estimulos externos por elicitores sdo capazes de provocar alteragdes na
célula vegetal que conduzem a uma série de reacGes, favorecendo eficientemente o acumulo

de metabolitos secundarios. Eles ligam-se a uma proteina do receptor na membrana
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plasmaética, que eventualmente ativam genes em particular, como parte da resposta de defesa
através de vias de transducdo de sinal, o que resulta na sintese de metabdlitos secundarios
(SUDHA; RAVISHANKAR, 2002).

Dentre os principais metabdlitos secundarios com atividades bioativas
destacam-se os compostos fendlicos (GUPTA et. al., 2010). Os fendlicos sdo caracterizados
por possuirem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais (LEE at. al., 2005). Sao classificados em funcdo do numero de anéis
fenolicos e dos elementos quimicos que se ligam a esses aneéis. Estes compostos séo
constituidos por uma vasta diversidade de substancias que séo divididas em classes, como por
exemplo, &cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (MANACH et al., 2004).

Ha& muitos estudos que pesquisam a producdo de metabdlitos secundarios na
cultura de calos (BARRIOS et al., 2009; BELCHI-NAVARRO et al., 2011; CASTRO et al.,
2016; DIOS-LOPEZ et al., 2011). Calos sdo massas celulares em grande parte desorganizadas
e ndo diferenciadas, que crescem a partir de 6rgaos ou tecidos vegetais em condicdes estéreis
(GEORGE, 2008).

Para um bom entendimento do desenvolvimento dos calos, é necessario
estipular a cinética de crescimento dos calos (FEITOSA et al., 2013). Normalmente, 0s
metabolitos secundarios sdo encontrados nos calos, em maiores concentragdes, quando ndo ha
sintese de biomassa, sendo portanto, a fase estacionaria o periodo em que estes compostos sdo
sintetizados mais ativamente (BOURGAUD et al., 2001).

Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar a alteracdo na producéo
de compostos fendlicos e flavonoides totais em calos de G. brasiliensi utilizando como elicitor

o &cido salicilico e o &cido jasmonico.
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1 REFERENCIAL TEORICO

A seguir, é apresentada uma revisdo de literatura dos temas abordados nesta
dissertacdo, com intuito de gerar embasamento tedrico para a andlise e discussdao dos

resultados.

1.1 Garcinia brasiliensis;: ASPECTOS BOTANICOS E IMPORTANCIA

A G. brasiliensis é nativa da Amazoénia, pertence a familia Clusiaceae. Tem
crescimento muito lento, apresenta os primeiros dois pares de folhas, em média, com 244 dias
apos a germinacdo. O fruto é indeiscente, do tipo bacoide campomanesoidio, arredondado,
com estaminddios persistentes. A polpa que envolve as sementes é alva, adocicada e escassa.
As sementes s&o elipsoides, marrons com linhas longitudinais mais claras e, internamente sao
amarelas e exsudam latex. As sementes apresentam dispersdo zoocérica (CORREIA; LIMA;
SILVA, 2013). E uma arvore de tamanho médio (9 a 14 m), piramidal e tem forma de circular
a semicircular. Suas folhas sdo de tamanho grande a médio. As flores aparecem isoladas ou
em grupo, e tem pedinculo curto. O estigma é redondo a elipsoide e floresce de agosto a
setembro (FONSECA-KRUEL; PEIXOTO, 2004). A G. brasiliensis é conhecida como
bacuri, bacuripari, bacupari e bacopari (FIGUEIREDO; LEITAO-FILHO; BEGOSSI, 1993).
A planta é apogamica, com sementes agamospérmicas que sdo usadas como emplasto em
ferimentos em comunidades tradicionais no Rio de Janeiro, na Amazonia e S&o Paulo. Seu
caule e a casca sdo infundidos ou macerados e usados como laxante ou contra dermatite. A
resina é usada contra doencgas de pele e feridas (AGRA; FREITAS; BARBOSA FILHO,
2007).

O género Garcinia tem demonstrado pelos estudos fitoquimicos, ser possuidor
de uma grande diversidade de metabdlitos secundarios como o0s compostos fenolicos
(benzofenonas, xantonas e flavonoides). Muitos desses compostos sdo principios ativos com
propriedades farmacoldgicas contra varias doencas (SANTA-CECILIA et al., 2013; SANTOS
FILHO et al., 2014).

Plantas da familia Clusiaceae possuem alguns compostos (xantonas, cumarinas,

biflavonoides e benzofenonas) que apresentam propriedades antiinflamatoria, antioxidante,
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anticonvulsiva e citotoxica. Tais compostos sdo importantes para a elaboracdo de possiveis
medicamentos que possuam propriedades farmacoldgicas j& identificadas, com agdo na
terapéutica de diversas doencas, como cancer, mal de Alzheimer e Parkinson (SANTOS
FILHO et al., 2013).

1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS EM PLANTAS

As plantas possuem a capacidade de produzir diversidades de moléculas
orgénicas de grande complexidade estrutural como os metabdlitos secundarios, também
chamados de compostos especiais. Varios desses compostos sdo por elas empregados em
combate de agentes patogénicos e herbivoros; outros tém uma funcdo crucial na protecdo da
planta contra agentes abidticos, como os raios ultravioletas. Muitas dessas substancias
quimicas produzidas pelas plantas despertam grande interesse tanto do ponto de vista agricola
como no que se refere a sua atividade farmacologica (PEIXOTO NETO; CAETANO, 2005).

Os metabolitos secundéarios sdo substancias ndo utilizadas pelo metabolismo
basico (crescimento, respiracdo, fotossintese) e produzidas em quantidade muito pequena
pelas plantas (CROTEAU et al., 2000). Embora todos os organismos usem 0S mesmos tipos
de metabdlitos primérios, as plantas podem diferenciar-se completamente em seus metabolitos
secundarios. Ha mais de 10 mil metabdlitos secundarios vegetais conhecidos. Alguns sdo
produzidos por uma Unica espécie, enquanto outros sdo caracteristicos de géneros ou mesmo
de familias (SADAVA et al., 2009). Essas substancias podem ter funcdo protetora para planta
e, em alguns casos, serem usadas para atrair polinizadores e dispersores de sementes (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Por possuirem extensas atividades biologicas, os metabdlitos secundarios de
plantas sdo utilizados ha séculos na medicina popular e nos dias atuais, como medicamentos,
cosméticos, matéria prima para as indudstrias quimicas e farmacéuticas, nas areas de alimentos,
agrondmica, perfumaria e outras (PEREIRA; CARDOSO, 2012).
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1.2.1 Compostos fenolicos e flavonoides

Compostos fendlicos sdo sintetizados pelas plantas muitas vezes como defesa a
pressdes ecologicas e fisiologicas como patdgenos e ataque de insetos, radiagdo ultra violeta
(UV) e ferimentos (NAPAL et al., 2010). Compostos fendlicos de plantas séo classificados
como fendis simples ou polifendis, com base no nimero de unidades de fenol na molécula.
Assim, compreendem fendis simples, cumarinas, linhanos, linhinas, taninos condensados e
hidrolisaveis, acidos fenolicos e flavonoides (SOTO-VACA et al., 2012).

Os principais compostos fenolicos encontrados em plantas da familia
Clusiaceae sdo xantonas, cumarinas, biflavonoides e benzofenonas, cujos constituintes sdo
biossintetizados em funcio de mecanismos de defesa da planta (ACUNA et al., 2009).

Os flavonoides compreendem o mais comum grupo de compostos fendlicos de
plantas. Mais de 5000 flavonoides diferentes ja foram descritos (ROSS; KASUM, 2002).

Devido a sua acdo antioxidante, os flavonoides tém sido associados a
resultados benéficos a salde humana. Diversos estudos epidemiol6gicos evidenciam que o
consumo elevado de flavonoides ajuda a proteger contra doencas crdnicas, como as
cardiovasculares (PEREIRA; CARDOSO, 2012). No entanto, a maioria das plantas produz
quantidades muito pequenas deste composto (SEVENIER, 2002). Os flavonoides s&o
subdivididos em varios grupos, tais como: antocianinas, flavonois, flavonas, flavanonas e
benzofenonas (ROSS; KASUM, 2002).

As Benzofenonas como a 7-epiclusianona e o biflavonoide fukugetina (ou
morelloflavone) foram identificadas em extratos etandlicos de folhas de G. brasiliensis
(SANTA-CECILIA et al., 2012).

A T7-epiclusianona € uma benzofenona tetraprenilada que apresenta varias
atividades bioldgicas como efeito vasodilatador do endotélio (CRUZ et al., 2006), efeito
antianafilatico (NEVES et al., 2007), anti-HIV (PICCINELLI et al., 2005), antimicrobial
(ALMEIDA et al., 2008; MURATA et al., 2010; NALDONI et al., 2009), antiespasmaédico
(COELHO et al., 2008), e atividades leishmanicidas (PEREIRA et al., 2010) e
esquitossomicida (CASTRO et al., 2015).

A T7-epiclusianona é encontrada em abundancia em extratos da casca e da
semente de Bacupari. Este composto mostrou-se eficiente tanto quanto a clorexidina

(antibiotico sintético mais forte usado pelos dentistas) aléem de possuir a vantagem de que a
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substancia natural pode apenas matar as bactérias que causam doengas na boca, ndo escurece
0s dentes, ndo tem cheiro, nem gosto ruim (MURATA, 2010).

Testes in vitro mostraram que a fukugetina é um potente inibidor de
Trypanosoma cruzi (ASSIS et al., 2012; GONTHO et al., 2015) e Leishmania amazonensis
(PEREIRA et al., 2011). Possui atividade contra algumas bactérias gram-positivas como a
Escherichia coli, Bacilus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus saprophyticus (VERDI et al., 2004). H& também comprovacdo que esta
molécula inibe a tirosinase, enzima envolvida na formacdo de melanina (MASUDA et al.,
2005) como também a cisteina e aserina (PEREIRA et al., 2011), além de possuir atividade
anti-inflamoatdria e anti-oxidante (ARWA et al., 2015; OTUKI et al., 2011). Em testes com
camudongo, a fukugetina inibiu o crescimento de tumores relacionados ao cancer de prostata
(PANG et al., 2009).

Dentre os biflavonoides, a fukugetina é o representante mais frequente nas
espécies do género Garcinia. Este grupo de metabdlito secundario é empregado como
marcador quimiossistematico da familia Clusiaceae (FERREIRA; CARVALHO; SILVA,
2012).

1.2.2 Produgéo de metabdlitos secundarios in vitro

Nas plantas in vivo, os metabdlitos secundarios sdo produzidos em quantidades
muito pequenas e geralmente é de dificil extracdo (FUMAGALLI et al., 2008). Para isso, a
cultura de células vegetais in vitro vem sendo empregada para a producdo de metabdlitos
secundarios de interesse. Estudos realizados com diferentes espécies tém demonstrado que
varios fatores influenciam a producédo in vitro de metabdlitos secundarios, como os fatores
quimicos (composicdo salina do meio de cultura, fontes de carbono, fontes de nitrogénio, pH,
composicgdo, reguladores de crescimento), fatores bioldgicos (tipos e condigéo fisioldgica dos
explantes, caracteristicas genéticas), e fatores fisicos (temperatura, luminosidade, fotoperiodo)
(GORELICK; BERNSTEIN, 2014).

Do ponto de vista ecoldgico e econdémico, pesquisas visando a producao destes
metabolitos secundarios em cultura in vitro sdo vantajosas. As culturas de células de plantas
podem sintetizar grandes quantidades de metabolitos secundarios dentro de um periodo de

cultivo de duas semanas. Isto € muito favoravel em relacdo a producdo na planta in vivo, para
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as quais o espaco de tempo para 0 acimulo destes metabdlitos pode variar de uma estacdo
para plantas anuais ou diversos anos no caso das plantas perenes (CROTEAU et al., 2000).

Diferentes compostos com atividades biologicas vém sendo encontrados em
culturas in vitro tais como os flavonoides e os estilbenos (MANEECHAI et al., 2012),
esteroides (LOREDO-CARRILLO et al., 2013), cardenolidios (SAHIN; VERMA; GUREL,
2013), acidos fendlicos (SZOPA; EKIERT, 2014) e benzofenois em Byrsonima verbascifolia
(CASTRO et al., 2016) . A cultura de tecido de plantas in vitro tem vantagens na obtencédo de
compostos bioativos, com um sistema definido de producdo e em periodos curtos,
assegurando um suplemento continuo de metabdlitos de interesse. Além disso, esta técnica
também pode permitir a produgdo de novos compostos que normalmente ndo séo encontrados
na planta in vivo (LOREDO-CARRILLO et al., 2013).

Muitos metabdlitos secundarios podem ser obtidos na cultura de calos
(BARRIOS et al., 2009; CASTRO et al., 2016; LAKHOTIA et al., 2014; LINGAKUMAR,
ASHA E VAIRAMATHI, 2014).

O calo é um sistema de células pouco diferenciadas e nao organizadas. Pode
ser obtido a partir da cultura in vitro de fragmento de tecido ou 6rgdo vegetal isolado da
planta-mae, cultivado em meio de cultura contendo reguladores de crescimento ex6genos
(TERMIGNONI, 2005).

Ao usar a técnica de producdo de compostos secundarios em calos é importante
conhecer a cinética do crescimento destes para saber em qual fase da calogénese ha maior
producdo de metabolitos secundarios. Segundo BOURGAUD et al., 2001, os metabdlitos
secundérios sdo encontrados em maiores concentragfes na fase em que ndo ha crescimento
dos calos, fase estacionaria ou platd. Quando ndo hé& producdo de biomassa os metabolitos
secundarios sdo sintetizados mais ativamente.

A diminuicdo da producdo de metabdlitos secundarios na fase em que ha
crescimento muito ativo de calos pode ser explicada pela alocacdo de carbono estar
distribuida preferencialmente com o metabolismo primario. Assim, quando o crescimento
pausa, altas quantidades de carbono ndo sdo mais necessarias para 0 metabolismo primario e

0s compostos secundarios podem ser sintetizados (MACHADO et al., 2006).

1.3 USO DE ELICITORES NA INDUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Para a utilizacdo de técnicas como a producdo de metabolitos secundarios in

vitro é fundamental a determinacgdo dos fatores que interferem na sintese dos metabdlitos, por
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exemplo, o emprego de metodologias utilizando elicitores no meio de cultivo com a
finalidade de incrementar a produgéo de compostos de interesse (ZABALA et al., 2009).

A elicitacdo consiste na estimulacdo de um estresse quimico ou fisico nas
células para induzir a producdo de metabolitos secundarios que frequentemente ndo sao
produzidos. Existe grande quantidade de elicitores que, conforme suas origens podem ser
classificados em bidticos e abidticos. Elicitores abidticos: sais de metais pesados, radiacao
UV, ozonio, estresse téermico e osmotico. Elicitores bidticos: extrato de levedura, &cido
salicilico, etileno, quitina, micélios de fungos patogénicos e jasmonatos (ZHAO, DAVIS E
VERPOORTE, 2005). Normalmente os elicitores atuam reduzindo o tempo necessario para se
conseguir altas concentragdes do produto de interesse (FUMAGALI et al., 2008).

O emprego de elicitores € atualmente 0 método mais comum para aumentar a
producdo de metabdlitos secundarios em cultivos in vitro de células vegetais. Naturalmente os
elicitores estimulam pontualmente a producdo de metabdlitos secundarios devido,
principalmente, ao ataque de patdgenos. No cultivo de células in vitro a resposta é global, o
elicitor entra em contato com toda a biomassa celular, portanto, neste caso a quantidade total

de metabdlitos sintetizados é muito maior que nas plantas (GIRIl; ZAHEER, 2016).

1.3.1 Acido salicilico como indutor da producdo se compostos fendlicos e flavonoides
totais

O 4cido salicilico (AS) é um elicitor que age como um mensageiro que ativa a
resisténcia contra patdgenos incluindo a sintese de proteinas que sdo enzimas que degradam
polissacarideos estruturais da parede celular de fungos ou alteram a sua arquitetura,
prejudicando o desenvolvimento do microrganismo e impedindo seu crescimento (CAMPQOS,
2009). Atua também como sinalizador e mensageiro de moléculas que defendem as plantas
contra estresses abidticos (METWALLY et al., 2003; ORABI et al., 2015).

O AS ativa a fenilalanina amdnia liase, uma enzima chave entre o metabolismo
primario e secundario, envolvida na rota da producdo de compostos do metabolismo
secundario (DURRANT; DONG 2004). Regula funcBes de alguns processos fisioldgicos
como o crescimento e desenvolvimento das plantas, absorcdo e transporte de ions e
permeabilidade da membrana plasmatica (SIMAEI et al., 2012). Estimulos exdgenos com AS
alteram as atividades antioxidantes de enzimas e aumentam a tolerancia das plantas ao

estresse abidtico. Averiguou-se que o AS tem efeitos diferentes sobre a adaptacdo ao estresse
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e nas respostas aos danos que dependem da espécie de planta, concentracdo, método e tempo
de exposicdo do AS (METWALLY et al., 2003).

Alguns estudos relatam a eficiéncia do AS como elicitor da producdo de
metabolitos secundarios no cultivo de células. Como por exemplo, aumento na producdo de
saponinas na cultura de Bacopa monnieri, propanona e lactona na suspensdo celular de
Polygonum minus (SHUKOR et al., 2013) e acimulo de antraquinonas no cultivo de células
de Rubia tinctorum (ORBAN et al., 2008).

1.3.2 Acido jasménico como indutor de compostos fenélicos e flavonoides totais

Os jasmonatos sdo fitohorménios lipidicos que agem como moléculas
mensageiras que estimulam a resposta das plantas a diferentes situacGes de estresse e
envolvem-se em processos de desenvolvimento. Algumas das situacdes de estresse reguladas
por estes fitohormonios sdo: feridas, exposicdo a 0zénio, seca e ataque por patdgenos e pragas
(LORENZO; SOLANO, 2004). Essas substancias enddgenas das plantas tém um importante
papel no processo de traducdo de sinais que regulam os genes de defesa. Estédo envolvidos na
defesa contra os insetos herbivoros e infeccdes apds a qual ocorre a producdo de compostos
de baixo e alto peso molecular utilizados na defesa como os compostos fendlicos (PINTO-
ZAVALLOS, 2013).

Os jasmonatos estdo sendo amplamente utilizados em aplicagdes exdgenas
como agentes estimulantes para producdo de diversos metabolitos secundarios
(FRANCESCHI; KREKLING; CHRISTIANSEN, 2010). Alguns trabalhos reportam que
baixas concentracdes de jasmonato (até 10 uM) em meio de cultura favorecem a producéo de
compostos  fendlicos (ALI; ABBASI; ALIl, 2015, GUMEROVA, AKULOV,
RUMYANTSEVA, 2015; RINCON-PEREZ, et al., 2016). Pesquisas frequentes demonstram
a eficiéncia dos jasmonatos na inducdo de metabolitos secundarios no cultivo de células
quando adicionado ao meio de cultura. Como por exemplo, alteracdo da producdo de
antocianinas principais em Vitis vinifera (CURTIN, et al., 2003), sintese de quitinases, 3-1,3-
glucosidases e peroxidases em Solanum lycopersicum (BELCHI-NAVARRO et al., 2013)
fenolicos e flavonoides totais em Eleutherococcus koreanum (LEE; PARK; PAEK, 2015).
Elicitacdo com 0,5 uM de jasmonato de metila influenciou a produgdo do composto fendlico
betalaina em cultura de calo de Bougainvillea (LAKHOTIA et al. 2014).
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CAPITULO 2 — Efeito do 2-iP e 2,4-D na calogénese em embrides zigoticos de Garcinia

brasiliensis

A seguir é apresentada uma introducdo do tema abordado neste capitulo com o
propdsito de criar embasamento tedrico para a analise e discusséo dos resultados.

1 INTRODUCAO

A Garcinia brasiliensis, conhecida como Bacupari pertencente a familia
Clusiaceae (ou Gulttiferae). Nativa da regido amazOnica, € cultivada em todo territdrio
brasileiro. Além da producédo de frutos apreciados pela populacdo, destaca-se por apresentar
atividades farmacoldgicas (NASCIMENTO et al., 2002).

Garcinia (ou Rheedia) é o género mais ambundante da familia Clusiaceae e
apresenta uma diversidade considerdvel de metabolitos como os derivados fenolicos
oxigenados e prenilados, por exemplo, as xantonas, os flavanoides, acidos fendlicos e
benzofenonas (CHIN; KINGHORN, 2008).

Algumas das atividades biologicas dessa espécie ja relatadas sdo: propriedade
esquitossomicida (CASTRO et al., 2015), atividade antimicrobiana (ALMEIDA et al., 2008;
NALDONI et al., 2009), antitumoral (CUNHA, 2014), atividade leishmanicida (PEREIRA et
al., 2011).

A procura por plantas como a G. brasiliensis, que possuem compostos de
interesse econdmico e medicinal, podem gerar coletas predatorias e indiscriminadas em seu
habitat podendo levar a planta a extincdo (FUMAGALI et al., 2008). Sendo assim, ha
necessidade de criar estratégias que permitem a obtencdo de plantas in vitro ou até mesmo de
calos que possuem as propriedades bioativas da planta matriz.

O calo é um sistema de células pouco diferenciadas e néo organizadas obtido in
vitro. Pode ser formado a partir do cultivo de fragmento de tecido ou 6rgédo vegetal isolado da
planta matriz, inoculado em meio de cultura contendo reguladores de crescimento exdgenos
(TERMIGNONI, 2005).

O sucesso na obtencédo de calos resultante da adi¢do de auxina e citocinina em

meio de cultura ja foi muitas vezes relato na literatura (CASTRO et al, 2016;
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LUCZKIEWICZ, KOKOTKIEWICZ, GLOD, 2014; PILATTI, 2011). Esses compostos s&o
fitorreguladores que agem na interagdo dos processos de competéncia, inducdo, determinagéo
e diferenciacdo celular, podendo levar a organogénese in vitro (SOARES et al, 2007)

O conhecimento mais detalhado da estrutura do calo por meio de analises
histoldgicas pode gerar informagdes importantes para a selecdo de células com maior
capacidade organogénica ou que gerard maior massa calogénica.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a calogénese em

embrides zigoticos de G. brasiliensis utilizando diferentes combinacdes entre 2-iP e 2,4-D.
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2 MATERIAL E METODOS

Frutos de Garcinia brasiliensis foram coletados de plantas situadas no
municipio de Vigosa, MG, na segunda quinzena de fevereiro de 2015. Esses frutos foram
despolpados e suas sementes permaneceram por 30 dias sobre a bancada do laboratério a

temperatura de 22°C para secagem e retirada do tegumento (Figura 1).

Figura 1- Sementes (A) e embrides (B) de G. brasiliensis.
Fonte: Da autora.

Para a desinfestagdo dos embrifes foi utilizado &lcool 70% por 2 minutos e,
posteriormente, hipoclorito de sédio a uma concentracdo 2,5% de cloro ativo por 15 minutos.
A seguir, os embrides foram enxaguados por, no minimo, trés vezes em agua destilada e
autoclavada. Este processo foi feito em camara de fluxo laminar previamente esterilizada com
alcool 70% e radiacdo UV por 20 minutos.

Os embrides foram segmentados transversalmente e inoculados em placas de Petri de
10 cm de didmetro contendo 30 mL de meio de cultura, sendo 10 segmentos por placa (Figura
2).
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Figura 2- Placa de Petri com segmentos de embrifes zigétics de G brasiliensis.
Fonte:  Da autora.

O meio de cultura utilizado foi o WPM (LLOYD; McCOWN, 1980),
suplementado com 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de &gar, e diferentes combinacdes da
citocinina 2-Isopenteniladenina (2-iP) (0; 9; 18; 36; 72 uM) e da auxina acido 2,4-
diclorofenoxilacético (2,4-D) (0; 2,05; 10,26; 18,47; 28,73 uM). O pH foi ajustado para 5,8 +
0,1 antes da autoclavagem que foi efetuada a 121° C, pressdo de 1,0 atm e por um periodo de
20 minutos.

Foram utilizados 25 tratamentos com 10 repeticbes. O delineamento foi
inteiramente casualisado em esquema fatorial (5 concentragGes de 2-iP x 5 concentragdes de
2,4-D x 10 repeticdes), sendo cada placa uma repeticdo. Apds a inoculacdo, as placas
permaneceram em B.O.D. a 30 °C na auséncia de luz.

Para determinar o tratamento que melhor proporcionou calogénese nos
explantes, a area coberta por calos foi avaliada por meio do programa Image J® ao 16° e ao
24° dia ap0s inoculacao.

Trinta dias ap6s a inoculacdo foi avaliado o nimero de explantes com calo,
brotos e raizes; e com sessenta dias, os explantes que apresentaram calogénese foram
transferidos para meio de cultura contendo 72 pyM 2-iP + 28,73 uM 2,4-D, onde
permaneceram em subcultivo até 135 dias para a utilizacdo em experimentos posteriores.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia a 5% de significancia pelo
teste Scott-Knott, utilizando-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2014).

2.1 ANALISE HISTOLOGICA

Foram feitas andlises histoldgicas e histoquimicas nos calos obtidos ap6s 20
dias de incubacdo. Para isto trés amostras de calos de cada tratamento foram fixadas em
solucdo FAA 70% (formaldeido, &cido acético e etanol a 70 %, na proporcao de 1:1:18 v.v'?)
(JOHANSEN, 1940) por 72 horas, seguido de desidratacdo em série etilica (60, 70, 80, 90 e
100%) expondo o material por uma hora em cada série. Posteriormente, as amostras foram
infiltradas em resina epoxi (Historesin® Leica) de acordo com protocolo do fabricante. Cortes
com espessura de 2 pm foram obtidos em micrétomo manual (Easypath EP-31-20091),
corados com solucdo de azul de toluidina a 0,05% (O’BRIEN; FEDER; MCCULLY,1965) e
lugol 10%. As laminas foram seladas com Entellan®.

As fotomicrografias foram obtidas a partir de cadmera digital acoplada em
microscopio de luz Zeiss Axio Scop.Al utilizando o sistema de captura de imagem
digital AxioVision 4.8.

Apbs a confeccdo das laminas, foram observados as estruturas histoldgicas e

aspectos hitoquimicos presentes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta sessdo trata dos resultados obtidos neste trabalho e respectivas discussoes.

3.1 INFI:UENCIA DO 2-IP E 2,4-D NA INDUCAO DE CALOS EM SEGMENTOS DE
EMBRIOES ZIGOTICOS

A presenca da auxina 2,4-D associada a concentracdes entre 18 e 72 uM de 2-
iP foi essencial para a calogénese em embrides zigoticos de Bacupari (Figura 3). A interacédo
entre 2,4-D e 2-iP estimulou o desenvolvimento de calos na espécie. Quando a auxina esta
presente no meio de cultura por si s6, hd o0 aumento das quinases dependentes de ciclina e a
adicdo de citocininas torna-se necessaria para a ativacdo das quinases (VERDEIL et al.,
2007). As quinases sdo enzimas responsaveis pela fosforilacdo de ATP e, consequentemente,
a producdo e energia nas células. Portanto, a combinacdo de auxina e citocinina é necesséaria
para a indugdo da diviséo celular pelo favorecimento do ciclo celular (GUERRA et al., 1999;
TAIZ; ZEIGER, 2013). Do 16° ao 24° dia, os explantes do tratamento com 72 uM 2-iP +
28,73 UM 2,4-D apresentaram incremento na area dos calos de 0,08 para 0,1675 cm?do 16°
dia ao 24° dia (Figura 3). A acdo efetiva da interacdo entre auxinas e citocininas na inducéo de
calos em diferentes explantes ja foi verificada em varios estudos (CASTRO et al, 2016;
LUCZKIEWICZ, KOKOTKIEWICZ, GLOD, 2014; PILATTI, 2011).
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Figura 3- Valores médios das areas dos calos ao 16° e ao 24° dia. Médias seguidas da mesma letra mindscula
dentro de cada tratamento ndo diferem entre si. Médias do 24° dia seguidas da mesma letra maitscula
ndo diferem entre si entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott, o = 5%.
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Ao trigésimo oitavo dia apds a inoculacdo, os explantes apresentavam cinco
formacGes: brotos, mdltiplas raizes, radicula, calos nas bordas e calos espalhados pela
superficie do segmento de embrido zigotico (Figura 4). Foi observado que o crescimento
inicial dos calos ocorreu na regido do procambio do embrido, expandindo-se posteriormente

para a borda e toda a superficie do explante.

Figura 4- Explantes com brotos (A), multiplas raizes (B), calos nas bordas (C) e calos espalhados (D).
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Figura 5- Porcentagem de explantes com brotos, multiplas raizes, radicula, calos na borda e calos
espalhados ao 38° dia ap0s a inoculagdo em meio de cultivo com 2-iP e 2,4-D.

O tratamento que proporcionou maior nimero de explantes com brotos e
radicula foi 18 uM 2-iP + 2,05 uM 2,4-D (Figura 5). Respaldando o resultado obtido, Vieira e
Monteiro (2002) relatam que as citocininas desencadeiam divisdes celulares, estimulando o
desenvolvimento de porcbes de tecidos meristematicos que culminam no surgimento de
brotacbes. A maior porcentagem de explantes com multiplas raizes foi observada no
tratamento suplementado com 0 uM 2-iP + 10,26 uM 2,4-D (23,71 %) (Figura 5).

O tratamento que proporcionou maior formacéo de calos foi a concentracdo de
72 UM 2-iP + 28,73 uM 2,4-D (72,33% de explantes com formacéo de calos, sendo 29,78%
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dos explantes com calos nas bordas e 42,55% com calos espalhados). Os explantes expostos
nestas com centracbes de 2-iP e 2,4-D ndo apresentaram formacdo de radicula, brotos e

maultiplas raizes (Figura 5).

3.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS

As seccles histoldgicas dos calos de Bacupari demonstraram a formacdo de
areas meristematicas, com células pequenas, isodiamétricas com citoplasma denso (Figura 6).
Foram observados trés tipos de células morfologicamente diferentes. O tipo | foi caracterizado
por células pequenas e isodiamétricas, formando grupos de células. O tipo Il, constituida por
células arredondadas e tamanhas medianos, presente na periferia de aglomerados de células
ou espalhados entre os aglomerados embrionarios e tipo 11, células bem maiores geralmente

presentes nas extremidades dos cortes (Figura 6).

Figura 6- Fotomicrografia de calo proveniente do tratamento com 10,26 uM de 2,4-D e auséncia de
2i-P submetido a coloracdo de azul de toluidina. Células pequenas e isodiamétricas,
formando grupos de células (I); células arredondadas, presentes na periferia de aglomerados
de células ou espalhados entre os aglomerados embrionarios (I1); células bem maiores,
geralmente presentes nas extremidades dos cortes (111).

Fonte:  Da autora.
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Calos expostos a 18 uM 2-iP + 0 uM 2,4-D apresentaram coloracdo intensa,
especialmente nas suas extremidades, onde foram observadas células de maiores dimensdes
(Figura 7). Segundo Figueiredo et al. (2007) tal aspecto trata-se de um calo ndo embriogénico
com presenca de células grandes, alongadas, vacuoladas, com espagos intercelulares e sistema

celular desorganizado.

Figura 7- Fotomicrografia de calo proveniente do tratamento 18 pM 2-iP + 0 uM 2,4-D submetido a
coloracédo de azul de toluidina.
Fonte: Da autora.

Na caracterizacdo histoldgica dos calos dos tratamentos com 18 uM 2-iP + 0
MM 2,4-D (Figura 8 A); 18 uM 2-iP + 2,05 uM 2,4-D (Figura 8 B); 36 uM 2-iP + 2,05 uM
2,4-D (Figura 8 C); 0 uM 2-iP + 10,26 uM 2,4-D (Figura 8 D); 72 uM 2-iP + 2,05 uM 2,4-D
(Figura 8 E) e 36 uM 2-iP + 10,26 uM 2,4-D (Figura 8 F) foram observadas regides onde as
células estdo dispostas de forma concéntrica com formato mais achatado e alongado,
sugerindo o inicio de formacdo de estrutura tubular especializada. Segundo Termignoni
(2005), os arranjos concéntricos de células podem constituir centros com atividade
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meristematica, indicando que os calos ja estariam em um estdgio de desenvolvimento tardio,
quando as células comecam a se rediferenciar e originar estruturas e 6rgdos. Em muitos dos
cortes foram observadas estruturas que, provavelmente sdo amiloplastos (Figura 9). Estruturas

semelhantes também foram encontradas em calos de Cedrela fissilis por Bakos (2009).

Figura 8- Fotomicrografia de calos submetidos a coloracao de azul de toluidina. 18 uM 2-iP + 0 uM 2,4-D (A); 18 uM 2-iP
+ 2,05 uM 2,4-D (B); 36 uM 2-iP + 2,05 uM 2,4-D (C); 0 uM 2-iP + 10,26 uM 2,4-D (D); 72 uM 2-iP + 2,05
UM 2,4-D (E); 36 uM 2-iP + 10,26 uM 2,4-D (F). As setas indicam o0s arranjos concéntricos.
Fonte: Da autora.
Nos tratamentos com 72 pM 2-iP + 2,05 uM 2,4-D e 18 pM 2-iP + 10,26 pM
2,4-D, as paredes celulares apresentaram leve reagd0 metacromaética, produzindo uma
coloracéo violacea (Figura 9) podendo indicar a presenga de pectina. A metacromasia também
foi observada em algumas amostras quando regides do tecido foram coradas de verde,

provavelmente devido a presenca de compostos fendlicos (Figura 10).
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Figura 9- Fotomicrografia de calos submetidos a ébrag&o de azul de toluidina. 36 p 2-iP + 2,05
UM 2,4-D (A); 9 uM 2-iP + 10,26 uM 2,4-D (B). As setas indicam possiveis amiloplastos.
Fonte:  Da autora.

Figura 10- Fotomicrografia de calos submetidos a coloragdo de azul de toluidina. 36 UM 2-iP + 0 uM
2,4-D (A); 9 UM 2-iP + 10,26 uM 2,4-D (B). As setas indicam regides coradas de verde,
sendo um indicativo de presenca de compostos fendlicos.

Fonte: Da autora.

O azul de toluidina é um corante metacromatico, que exibe coloragdo diferente
de acordo com o substrato que reage. Mucilagens e paredes ricas em pectinas coram de roxo;
paredes celul6sicas coram de azul, e paredes lignificadas e fendlicos ndo estruturais coram de
verde (VENTRELLA et al., 2013). Algumas plantas possuem a mucilagem como uma fracao
da composicdo polissacaridica que, in vivo atua como um reservatorio de agua, pois € um
produto do metabolismo interno (KUMAR, SHARMA, CHATTOPADHYAY, 2012;
QADRY, 2008).

O tratamento que apresentou maior calogénese, 72 uM 2-iP + 28,73 uM 2,4-D,

as células se mostraram de tamanhos bem variados e com espaco intercelular (Figura 11).
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Figura 11- Fotomicrografia de calos submetidos a coloracdo de azul de toluidina evidenciando a parede
celular em cultivos em tratamento com 72 pM 2-iP + 28,73 uM 2,4-D. A seta indica espago
intercelular, demonstrando um tecido desorganizado.

Fonte:  Da autora.

O teste com lugol foi positivo em todos os cortes de calo avaliados,
identificando histoquimicamente os grdos de amido com coloragdo roxa (Figura 12). Porém,
para os tratamentos com 0 UM 2-iP + 2,05 uM 2,4-D; 72 uM 2-iP + 2,05 uM 2,4-D; 36 pM 2-
iP + 18,47 uM 2,4-D; 72 uM 2-iP + 18,47 uM 2,4-D; 18 uM 2-iP + 28,73 uM 2,4-D e 72 uM
2-iP + 28,73 uM 2,4-D houve pouca presenca de graos de amido corados (Figura 12).

de calos de G. brasiliensis expostos ao tratamento 36 pM 2-iP + 0 uM 2,4-D no periodo de 20
dias. As setas indicam a presenca de granulos de amido corados de roxo.
Fonte:  Da autora

A maioria das amostras apresentou maior concentracdo de amiloplastos na
regido central dos calos, onde had maior nimero de células pequenas, isodiamétricas e
nucleadas, pequenos vacuolos, parede celular fina. Tais caracteristicas podem ser atribuidas a
células em divisdo com inicio de morfogénese. Na literatura ha relatos de que a presenca de
inimeros amiloplastos esta relacionada com a alta atividade metabodlica, pois o amido é fonte
priméria de energia para a divisdo celular (CHIAVEGATTO, 2014; NOGUEIRA et al., 2008;
PADUA, 2013). O acimulo intenso deste carboidrato pode ser indicativo de desenvolvimento
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tardio e de diferenciacdo ocorrendo no calo, j& que a organogénese requer uma consideravel
quantidade de energia e que esta poderia derivar da degradacdo do amido. Segundo Fortes e
Pais (2000) ciclos de acumulacdo e mobilizacdo de amido podem ser caracteristicas de células
envolvidas na morfogénese.

O amido é uma importante fonte de reserva energética para o processo de
crescimento e manutencdo da planta, participando do metabolismo priméario, porém é
importante considerar que o amido pode servir como fontes de esqueletos de carbono
disponiveis para a biossintese das moléculas dos metabolitos secundarios (TAIZ e ZEIGER,
2013).
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4 CONCLUSOES

Para uma eficiente calogénese em embrifes zigoticos de G. brasiliensis é
necessaria a combinacdo de altas concentracGes de 2-iP e 2,4-D (72 e 28,73, respectivamente)
Combinacdes de diferentes concentracfes de 2-iP e 2,4-D induziram diferencas
morfoldgicas nos calos como também o aparecimento de brotos (18 uM de 2-iP + 2,05 de uM
2,4-D) , multiplas raizes (auséncia de 2-iP de uM + 10,26 de UM 2,4-D) e raizes (auséncia de
2,4-D + 18 uM de 2-iP). Tais fatores podem, portanto, ser manipulados de forma a se obter

calos ou estruturas com diferentes caracteristicas conforme o interesse.
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CAPITULO 3 Efeito elicitor do &cido salicilico na producdo de metabolitos secundarios

em calos de Garcinia brasiliensis

A seguir é apresentada uma introducao do tema abordado neste capitulo com o
propdsito de criar embasamento tedrico para a analise e discusséo dos resultados.

1 INTRODUCAO

A Garcinia é o género que possui mais espécies na familia Clusiaceae e
apresenta uma diversidade consideravel de metabdlitos como os derivados fendlicos
oxigenados e prenilados, por exemplo, as xantonas, os flavonoides, &cidos fenodlicos e
benzofenonas (CHIN; KINGHORN, 2008). As quatro principais classes de compostos
secundérios encontrados na familia Clusiaceae sdo xantonas, cumarinas, biflavonoides e
benzofenonas (ACUNA et al., 2009). Os biflavonoides sdo comuns na familia Clusiaceae,
particularmente em Garcinia (HAFNER; FRAHM, 1993), onde o composto foi registrado em
32 espécies do género (FERREIRA et al., 2012). Os biflavonoides sdo compostos
polifendlicos de ocorréncia natural e sdo onipresentes nas plantas vasculares e apresentam
propriedades promissoras (LOBSTEIN-GUTH et al., 1998). No género Garcinia tem se
destacado a ocorréncia de biflavonoides dos tipos GB1, GB-1a, morelloflavona (fukugetina) e
amentoflavona (WATERMAN et al., 1983). O fato dos biflavonoides apresentarem
propriedades bioldgicas e/ou farmacol6gicas constitui o seu uso medicinal.

A T7-epiclusianona é uma benzofenona tetraprenilada natural isolada pela
primeira vez a partir de frutos de Rheedia gardneriana (SANTOS et al., 1999) e apresenta
atividade anti-anafilatica (NEVES et al., 2007), antimicrobiana (NALDONI et al., 2009), anti-
espamodico (COELHO et al., 2008), anti-proliferativa (MURATA et al., 2010) e
leishmanicida (PEREIRA et al., 2010), antibacteriana, antinoceptiva, antioxidante e citotoxica
(FERREIRA; CARVALHO; SILVA, 2012).

Para aumentar a producdo desses metabolitos secundarios, de interesse
econémico ou medicinal, vem sendo estudadas estratégias como a adicao de elicitores, como
0 &cido salicilico (AS) no meio de cultura em cultivo de células in vitro (PEREZ-ALONSO et

al., 2014). A elicitacdo consiste no estimulo de um estresse quimico ou fisico nas células para
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induzir a producdo de metabdlitos secundarios que frequentemente ndo sdo produzidos
(LARA, 2014).

O AS ativa uma enzima chave entre o metabolismo priméario e secundario,
envolvida na rota da producdo de compostos do metabolismo secundario (YAN et al., 2013).
Atua no sistema antioxidante regulando véarios processos fisiologicos e bioquimicos nas
plantas (ORABI et al., 2015) dependendo da sua concentracéo, tipo da planta/explante, fase
de crescimento da planta e condi¢bes ambientais (MIURA; TADA, 2014).

Para a utilizacdo de técnicas como o cultivo de células in vitro para producéo
de metabolitos secundarios é necessario a determinacdo das condi¢des de producao étima, por
exemplo, o emprego de metodologias utilizando elicitores no meio de cultivo com a
finalidade de incrementar a producdo de compostos de interesse (ZABALA et al., 2009).
Nesse contexto, 0 objetivo do estudo foi testar o efeito do &cido salicilico como elicitor na

producdo de metabdlitos secundarios em calos de Garcinia brasiliensis.
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2 MATERIAL E METODOS

Esta sessdo trata do material e métodos utilizados nos experimentos deste
trabalho.

2.1 CALOGENESE DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE BACUPARI

Frutos de Garcinia brasiliensis foram coletados de plantas situadas no
municipio de Vicosa, MG, na segunda quinzena de fevereiro de 2015. Esses frutos foram
despolpados e suas sementes permaneceram por 30 dias sobre a bancada do laboratério a
temperatura de 22°C para secagem e retirada do tegumento.

Para a desinfestacdo dos embrides foi utilizado alcool 70% por 2 minutos e,
posteriormente, hipoclorito de sédio a uma concentracdo 2,5% de cloro ativo por 15 minutos.
A seguir, os embrides foram enxaguados por, no minimo, trés vezes em agua destilada e
autoclavada. Este processo foi feito em cdmara de fluxo laminar previamente esterilizada com
alcool 70% e radiacdo UV por 20 minutos.

Os embrides foram segmentados transversalmente e inoculados em placas de
Petri de 10 cm de diametro contendo 30 mL de meio de cultura, sendo 10 segmentos por
placa.

O meio de cultura utilizado foi o WPM (LLOYD e McCOWN, 1980),
suplementado com 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de agar, com a combinagéo 72 pM 2-iP +
28,73 uM 2,4-D. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem que foi efetuada a

121° C, presséo de 1,0 atm e por um periodo de 20 minutos.

2.2 INDUCAO DA PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A sessdo a seguir trata do material e métodos realizados para producdo de

metabolitos secundarios.
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2.2.1 Utilizagdo do Acido Salicilico como Elicitor

O AS foi utilizado como elicitor em meio de cultura WPM com auséncia e
presenca de 72 UM de 2-iP e 28,73 uM de 2,4-D.

2.2.2 Ausénciade 2,4-D e 2-iP

Apbs 45 dias, os calos foram separados do segmento de embrido zigético e
inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultura WPM com AS (0,1; 1; 10;
100 puM) e auséncia de AS. Foi adicionado ao meio 150 mg.L™ de 4cido ascérbico para evitar
oxidacdo conforme Werner et al (2008). Os tubos foram levados para B.O.D., a 25 °C e

auséncia de fotoperiodo.

2.2.3 Presenca de 2,4-D e 2-iP

Apobs 60 dias de cultivo, os calos foram separados do segmento de embrido
zigotico e inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultura WPM com 72
UM de 2-iP e 28,73 uM de 2,4-D e diferentes concentraces de AS (0,1; 1; 10; 100 uM) e
auséncia de AS. Foi adicionado ao meio 150 mg.L™ de &cido ascérbico. Os tubos foram
levados para B.O.D., a 25 °C e auséncia de fotoperiodo.

2.3 ENSAIOS FITOQUIMICOS

Os calos expostos ao AS foram utilizados para os testes fitoquimicos realizados
a cada 30 dias em um periodo total de 150 dias; com o intuito de determinar o conteido de

compostos fendlicos, flavonoides totais, epiclusianona e fukugetina.
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2.3.1 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos os calos foram pesados e para cada 100 mg de
amostra foi adicionado 1mL de &lcool absoluto para a maceracdo das amostras. Estas foram
agitadas em agitador orbital Marconi MA-420 por 2 horas a 223 rpm. As amostras foram
centrifugadas por 30 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi coletado em tubos falcon de massa
conhecida. Repetiu-se a operacdo até o sobrenadante ficar incolor. Os tubos falcons foram
colocados abertos em banho maria a 45°C até completa secagem do liquido etandlico da
extracdo dos calos. Da massa seca gque permaneceu no tubo foi preparado um extrato
etanolico 1%. Para cada 10 mg de massa seca foi adicionado 1 mL de alcool absoluto
(SANTOS FILHO, 2014, adaptado).

Para tanto, foram usados 5 calos de cada tratamento, totalizando 5 repeti¢des
por tratamento.

Os extratos foram utilizados para a determinacdo do contedo dos compostos
fendlicos e flavonoides totais como também para quantificacdo de 7-epiclusianona e
fukugetina.

2.3.2 Determinacdo do conteudo total de compostos fenolicos

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado como descrito por
Ainsworth e Gillespie (2007). Desta forma, aliquotas de 10 pL de solucédo de extrato etandlico
de calo 1% foram misturadas com 240 pL de agua destilada e com 1,25 mL do reagent Folin-
Ciocalteu 10%. Apo6s 8 min, foi adicionado 1,0 mL de carbonato de sodio 4%. As amostras
foram incubadas por 2 horas na auséncia de luz. A absorbancia foi medida a 740 nm. A

concentracdo de fendlicos foi calculada a partir de uma curva padrédo de acido gélico.
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2.3.3 Determinagéo do contetido de flavonoides totais

Aliquotas de 5 pL de solucéo de extrato etandlico de calo 1% foram misturadas
com 2,445 mL de etanol 80%, 50 pL de acetato de potassio 10% e 50 pL de nitrato de
aluminio. Para o branco da amostra fez-se 0 mesmo, porém ndo foi acrescentado o nitrato de
aluminio. Em seguida, as amostras foram incubadas por 40 min a temperatura ambiente. A
absorbancia foi medida a 415 nm. A concentracdo de flavonodides foi calculada a partir de

uma curva padrédo de quercetina (PARK et al., 1997).

2.4 CURVA DE CRESCIMENTO DE CALOS

As curvas de crescimento dos calos foram obtidas a partir da pesagem antes da
inoculacéo e a cada 30 dias. Para determinacdo da curva de crescimento, pesaram-se 10 calos
de cada tratamento realizando o seguinte célculo: massa do dia da pesagem menos massa
inicial que era a massa do calo antes da inocula¢do em meio de cultura com elicitor.

As médias obtidas das diferencas entre as massas foram usadas para tracar as

curvas e determinar a cinética de crescimento dos calos.

2.5 DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DA FUKUGETINA E 7-EPICLUSIANONA

A andlise da producdo de fukugetina e 7-epiclusianona foi realizada em um
cromatografo Shimadzu LC-100 como descrito por Santa-Cecilia et al. (2011). A
identificacdo dos compostos foi feita com base no tempo de retencédo e espectro de absorcéo
de compostos padréo previamente isolados e caracterizados no Laboratorio de Fitoquimica e
Quimica Medicinal da Unifal-MG.

Foram analisadas amostras de calos com 30 e 90 dias expostos ao AS com

auséncia e presenca de 2,4-D e 2-iP.
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2.6 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE DNA E NIVEL DE PLOIDIA POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Os calos foram coletados aos 150 dias ap6s a inoculagdo. Aproximadamente
20-30 mg de calos foram triturados com auxilio de uma lamina de bisturi em placa de Petri
contendo 1 mL de tampdo LBO1 gelado para obten¢do da suspensdo nuclear (DOLEZEL,
1997). O tecido triturado foi aspirado através de duas camadas de gaze e a suspensdo nuclear
filtrada em uma malha de 50 um. A suspensdo nuclear foi corada com 25 pL. de uma solugao
composta de iodeto de propideo (1 mg.mL™) e 5 uL de RNase. Os histogramas foram obtidos

no citdmetro FacsCalibur (Becton Dickinson) com o programa Cell Quest.

2.7 DELIENAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 5 concentracGes de
AS (0,1; 1; 10 e 100 uM) e controle utilizando-se 10 repeticdes para curva de crescimento de
calos e 5 repeticGes para as analises fitoquimicas. Os dados foram submetidos a analise de
variancia a 5% de significancia pelo teste Scott-Knott, utilizando-se o programa Sisvar
(FERREIRA, 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta sessdo trata dos resultados obtidos neste trabalho e respectivas discussoes.

3.1 USO DO ACIDO SALICILICO COMO ELICITOR

A seguir sdo relatados os resultados das andlises dos teores dos compostos
fendlicos, flavonoides totais e da curva de crescimento, como também as respectivas

discuss@es, quando os calos foram submetidos aos tratamentos com AS.

3.2 USO DO ACIDO SALICILICO COMO ELICITOR E AUSENCIA DE 2-IPE 2,4-D

Esta sesséo trata dos resultados obtidos neste trabalho e respectivas discussoes

referente ao uso do AS como elicitor e auséncia de 2-iP e 2,4-D.

3.2.1 Teor de compostos fendlicos, flavonoides totais e curva de crescimento

Quanto ao teor de compostos fendlicos, aos 30 dias, todas as concentragdes
testadas foram favoraveis a producdo desses compostos, exceto a concentracdo 100 uM de
AS. Provavelmente, a concentracdo de 100 uM AS pode ter sido muito alta, resultando na

reducdo da sintese desses compostos (Figura 1 A).
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Figura 1. (A) Teor de fendlicos, (B) Teor de flavonoides e (C) massa dos

calos de G. brasiliensis expostos a diferentes concentragfes de
acido salicilico na auséncia de 2 iP e 2,4-D em funcéo do tempo de
exposicao.

Gadzovska et al. (2013) também encontraram maior acimulo de fendlicos ao

usarem baixas concentragdes AS (inferior a 100 uM) como elicitor na cultura de calos de

Hypericum perforatum. O fato do teor de compostos fenolicos dos calos expostos as
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concentragfes de 0,1; 1 e 10 uM AS ter sido igual ao controle pode ser atribuido ao curto
periodo de tempo em que estes calos estavam expostos aos tratamentos (Figura 1 A).

Aos 60 dias, nos tratamentos controle e 100 UM de AS houve menor producao
de compostos fendlicos, indicando que concentracdes intermediarias de AS promoveram a
sintese de fendlicos. Aos 90 dias de exposi¢do, houve maior produgdo de compostos fenolicos
na concentracdo de 100 pM de AS (268,1 pg mg*MS), provavelmente devido ao estresse
causado pela alta concentracdo de AS levando a maior producdo de fendis em que estes se
caracterizam como antioxidantes (Figura 1 A). Segundo Tounekti; Hernandez; Munné-Bosch
(2013), o AS tem sido reconhecido como um mensageiro de sinal de resposta da planta ao
estresse abidtico, assim, este composto pode afetar tanto o acimulo de isoprenoides como de
flavonoides para o controle da oxidacé&o.

Aos 120 dias, ndo houve efeito das concentracGes sobre a producdo dos
compostos fenolicos (Figura 1 A). Aos 150 dias da inoculacdo, houve reducdo significativa do
teor de compostos fendlicos nas maiores concentrag@es de 10 e 100 uM de AS, sugerindo que
0 tempo de exposicdo dos calos de Bacupari associado as concentracdes elevadas de AS
resultaram em reducdo de compostos fendlicos. De uma maneira geral, aos 60 dias de
exposicdo ao AS foi considerado o melhor periodo para a extracdo de fendis em calos de
Bacupari, sendo a concentracdo de 0,1 uM de AS a mais indicada por apresentar uma melhor
relagdo custo/beneficio (Figura 1 A).

Quanto ao teor de flavonoides, houve maior producdo desses compostos
guando comparado ao teor de compostos fendlicos, possivelmente a grande quantidade de
biflavonoides produzidos comuns na familia Clusiaceae, particularmente em Garcinia
(HAFNER, FRAHM, 1993; WATERMAN, HUSSAIN, 1983). Os calos com 30 dias de
exposicdo ao AS tiveram os valores significativamente reduzidos nas concentracGes de 10 e
100 pM, sendo os maiores teores encontrados nas concentragfes de 0,1 e 1 uM de AS e
controle (360,40; 416,86 e 303,40 ug.mg™ MS, respectivamente) (Figura 1 B). Assim como
observado para 0s compostos fenolicos, o curto tempo de exposicdo ao AS pode ter limitado a
producdo desses compostos.

Com 60 dias de exposi¢cdo, embora ndo tenha sido observada diferenca
significativa entre as concentracdes testadas, foi possivel observar que as concentracfes de 10
e 100 uM de AS promoveram o aumento dos flavonoides em relacdo ao periodo de 30 dias,
de modo a se equiparar com o tratamento controle, provavelmente o tempo de exposi¢édo de
30 dias néo foi suficiente para promover aumentos significativos na producgéo de flavonoides

(Figura 1 B). Aos 90 dias, houve maior producéo de flavonoides na concentragdo 100 uM de
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AS, este comportamento foi concomitante a producdo de fendlicos, provavelmente o tempo de
exposicdo de 90 dias associada a concentracdo de 100 UM de AS na auséncia de auxina e
citocinina seja suficiente para uma producdo significativa tanto de compostos fenolicos
quanto de flavonoides (Figura 1). Aos 120 dias de exposi¢cdo, o teor de flavonoides foi
significativamente maior nas concentracbes de 0,1 e 1 UM de AS quando comparado as
demais concentragcdes. Aos 150 dias de exposicdo, as diferentes concentragdes de AS néo
influenciaram no teor de flavonoides (Figura 1 B), indicando que o tempo de exposi¢do de
150 dias ndo favoreceu teores significativos desses compostos.

Em relagdo a massa de calos, as curvas de crescimento de cada concentragdo
néo diferenciaram entre si. Nos tratamentos controle e 10 UM de AS ocorreu desaceleracdo do
crescimento apds 30 dias de exposicdo (Figura 1 C). Segundo Lima et al. (2008), esta
desaceleracdo ocorre como um resultado da utilizacdo total dos nutrientes e o acumulo de
substancias toxicas no meio de cultura. No inicio desta fase de desaceleracdo do crescimento é
apropriado o subcultivo dos calos em novo meio de cultura. O crescimento lento dos calos
observado nos primeiros 60 dias da inoculacdo sem a presenca de 2-iP e 2,4-D indica que a
auséncia destes reguladores no meio limita o crescimento da massa de calos, associado ao
estresse de inoculacdo sofrido pelas células de explantes, devido a adaptacdo ao novo
ambiente e novas condi¢Ges nutricionais (AL-KHAYRI, 2012), além do choque de
osmolaridade sofrido pelos calos (GASPAR et al., 2000; KEVERS et al., 2004).

Os calos, apesar da desaceleracdo apds o primeiro més, apresentaram aumento
de massa até os 60 dias da inoculacdo, especialmente na concentracdo 0,1 uM de AS (Figura
1 C). De acordo Silva et al (2005), durante a fase exponencial e linear hd o aumento dos
niveis de proteinas que esta diretamente relacionada ao aumento da atividade mitdtica.

O ganho de massa pelos calos logo ap6s inoculagdo também foi observado por
Pohara et al. (2015) ao determinarem a curva de crescimento de calos de Oryza sativa em
meio liquido NB (NITSCH; NITSCH, 1969) suplementado com 3 mg.L™ de 2,4-D. Estes
autores chamaram o ocorrido de crescimento exponencial na fase lag. Segundo Scragg e Allan
(1993), a fase lag pode ser considerada como produtora de energia. A fase de crescimento
exponencial é considerada como fase biossintética, periodo em que ocorre maxima divisdo
celular. Santos Filho et al. (2014), ao determinarem a curva de crescimento de calos de G.
brasiliensis em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 2,22 uM de 6-
benzilaminopurina observaram a fase exponencial do 20° ao 60° dia apds inoculacdo e fase

linear entre o 60° e 100° dia.
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Ap06s 60 dias da inoculagdo, os calos entraram em uma fase estacionéria, com
pouca variagdo na massa (Figura 1 C). De acordo Smith (2013), na fase estacionaria ocorre
um decréscimo de nutrientes no meio de cultura e reducdo do O no interior das células. Na
concentracdo 0,1 UM de AS, o crescimento dos calos acompanhou a producdo de fendlicos
(Figural A, C).

Ao se utilizar 10 uM de AS houve um aumento da massa dos calos com o
tempo de exposicdo, em especial aos 150 dias, enquanto o teor de compostos fenolicos foi
reduzido (Figura 1). Este efeito pode ser explicado pelo fato de que a reserva de carbono
esteja sendo usada no metabolismo primério. Segundo Machado et al. (2006) quando o
crescimento do calo pausa, altas quantidades de carbono ndo sdo mais necessarias para o

metabolismo priméario e 0s compostos secundarios podem ser sintetizados.

3.3 CONTEUDO DE FUKUGETINA E 7-EPICLUSIANONA NA AUSENCIA DE 2IP E
2,4-D

Com o tempo de exposicao, houve aumento do teor de fukugetina em todas as
concentracOes testadas, exceto em calos submetidos & concentragdo de 100 uM (Figura 2 A).
Os maiores contetidos de fukugetina foram encontrados nos calos expostos a concentracéo de
0,1 para ambos os periodos, 166,98 pg.mg™*MS aos 30 dias e 216,03 pg.mg*MS aos 90 dias
(Figura 2 A). Os biflavonoides sdo os polifendis mais dominantes na maioria das espécies de
Garcinia (WATERMAN; HUSSAIN 1983). Estes compostos de ocorréncia natural séo
comuns em todas as plantas vasculares e tém muitos efeitos bioldgicos e farmacoldgicos
favoraveis (SETYAWAN, 2011).

Quanto a 7-epiclusianona, houve reducdo de seus teores nas concentracées 0,1
e 1 uM AS (Figura 2 B). Foi possivel observar que calos expostos as concentragdes de 0,1 e
1 uM AS apresentaram teores de fukugetina e 7-epiclusianona inversamente proporcional,

onde h& o aumento de fukugetina e descréscimo da 7-epiclusianona.
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Figura 2. (A) Teor de fukugetina e 7-epiclusianona em calos de G. brasiliensis expostos ao AS na auséncia
de 2-iP e 2,4-D aos 30 e 90 dias.

A alteracdo da producdo de benzofenonas na presenca de elicitores, como

ocorrido no presente estudo, pode ser explicado na literatura. Segundo Peters, Schmidt e

Beerhues (1997), benzofenonas sdo intermediérios na biosintese de xantonas em plantas.

Portanto, seria de esperar que qualquer elemento, como o AS, capaz de aumentar os niveis de

compostos fendlicos, também aumentaria a quantidade de xantona presente em plantas
(ABREU; MAZZAFERA, 2005) e, consequentemente, o contetdo de 7-epiclusianona.

Observou-se que a reducdo dos teores de 7-epiclusianona nas concentracfes

0,1 e 1,0 uM AS aos 90 dias, quando comparado aos 30 dias, pode estar associada a reducao

dos compostos fendlicos (Figuras 1 A; Figura 2 B). J& os aumentos de flavonoides e

decréscimos de fukugetina podem estar relacionados a outros flavonoides presentes nos calos

e que ndo foram quantificados (Figura 1 B; Figura 2 A).

3.4 USO DO ACIDO SALICILICO COMO ELICITOR E PRESENCA DE 2-IP E 2,4-D

A seguir sdo relatados os resultados das analises dos teores dos compostos

fenolicos, flavonoides totais e da curva de crescimento, como também as respectivas

discussdes, quando os calos foram submetidos aos tratamentos com AS na presenca de 2-iP e

2,4-D.
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3.4.1 Teor de compostos fendlicos, flavonoides totais e curva de crescimento

Aos 30 e 60 dias de exposicdo ao AS, a concentracdo de 0,1 UM promoveu
maior producdo de fendlicos (254,3 pg.mg*MS e 286,63 ug.mg*MS, respectivamente) em
relacdo as demais concentragdes (Figura 3 A). Aos 90 dias, a melhor concentracdo para a
producdo de fendlicos foi 10 uM de AS (291,02 pug.mg*MS). Aos 120 dias de exposicdo,
houve reducédo do teor de compostos fendlicos no controle e no tratamento com 100 uM de
AS (Figura 3 A), indicando que concentracfes intermediarias foram favoraveis a produgéo
desses compostos. Aos 150 dias, as melhores concentracfes para a producdo de compostos
fenolicos foram 0,1 e 1 uM de AS (Figura 3 A), sugerindo que as maiores concentracdes de
10 e 100 uM de A associada a um maior tempo de exposi¢ao aos tratamentos ndo induzem a
producdo de compostos fenolicos de forma significativa.

Com relacdo aos teores de flavonoides, aos 30 e 60 dias da inoculacdo, a
concentracdo de 0,1 UM propiciou maior producdo desses compostos (496,07 e 502,14 pg.mg
'MS) em relagdo as demais concentracdes. Assim houve o aumento de fendlicos
concomitantemente ao aumento dos flavonoides (Figura 3 B). Segundo Hara et al. (2012),
baixas concentracfes de AS pode aumentar a capacidade antioxidante. Assim, o fato do AS
ter proporcionado o0 aumento tanto de fenois quanto de flavonoides na concentracdo 0,1 uM
AS pode ser atribuido a sua regulacdo na sintese e atividade das enzimas antioxidantes (HE et
al., 2002; FAYER; BAZAID, 2014), caracterizando assim a agdo antioxidante do &cido

salicilico.
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Figura 3. (A) Teor de fendlicos, (B) Teor de flavonoides e (C) massa dos calos de G. brasiliensis

expostos a diferentes concentragdes de acido salicilico associadas a presenca de 2 iP e 2,4-D
em funcdo do tempo de exposigéo.
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Aos 90 dias, a presenga do AS independentemente de sua concentragéo reduziu
de forma significativa os teores de flavonoides quando comparado ao controle. Aos 120 dias,
ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes. Aos 150 dias, nas concentracdes de
10 e 100 uM de AS com auxina e citocinina houve reducdo significativa do teor de
flavondides, provavelmente a interacdo dos reguladores + elicitor tenha resultado em uma
inibicdo da sintese desse composto fendlico (Figura 3 B).

A massa de calos demonstrou um rapido aumento nos primeiros 30 dias da
inoculacdo para todas as concentragdes testadas quando comparadas as massas dos calos
inoculados em meio sem a presenca de auxina e citocinina (Figuras 3 C). O crescimento do
calo é influenciado por vérios fatores como a idade, tipo de explante, tipo e concentracdo dos
reguladores de crescimento (FEITOSA et al. 2013). Assim, o crescimento de calos observado
nos primeiros 30 dias no cultivo de Bacupari esta relacionado especialmente ao acréscimo do
2iP e 2,4-D.

Calos desenvolvidos no tratamento controle e nas concentragdes de 0,1 e 100
UM de AS tiveram uma desaceleracdo no crescimento do 30° ao 90° dia e declinio do 90° ao
120° dia. Ja o tratamento com 1 puM de AS apresentou desaceleracdo do 30° ao 60° dia e
declinio da massa dos calos do 60° ao 120° dia (Figura 3 C). Ap6s 120 dias de exposic¢do ao
AS, os calos do controle; 0,1; 1 e 100 uM de AS voltaram a crescer (Figura 3 C).

No tratamento 0,1 uM de AS, o aumento de massa dos calos coincidiu com a
reducdo da producdo de fendlicos e flavonoides (Figura 3 C). Isso pode ser atribuido pela
interacdo dos reguladores de crescimento que proporcionaram um aumento de massa,
estimulando o metabolismo primario em detrimento ao metabolismo secundario
(BOURGAUD et al., 2001).

No tratamento com 100 uM de AS, com o aumento do tempo de exposic¢éo, foi
observado reducdo dos compostos fendlicos e flavonoides, seguido do aumento da massa de
calos (Figura 2 A, B e 3 C). Com o declinio da massa dos calos dos 90 aos 120 dias, a
producéo de flavonoides foi aumentada. Quando os calos voltaram a crescer, apds 0s 120 dias,
a producdo de fendlicos e flavonoides foi reduzida novamente (Figura 3). Segundo Barrios et
al. (2009), quando os calos séo cultivados em um meio de producdo suplementado com alguns
elicitores, o estado fisiologico do calo teria de ser alterado com a acdo do metabolismo
secundario, aumentando a sintese de compostos fenolicos.

A curva de crescimento do tratamento com 10 uM AS néo apresentou declinio

até o final do experimento, sugerindo que nao houve morte celular (Figura 3 C).
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Foi possivel observar que a curva de crescimento de calos utilizando-se a
associacdo do AS + auxina + citocinina foi maior quando comparada a curva de crescimento
na auséncia de 2,4-D e 2-iP. Tal comportamento pode ser explicado pelo fato do AS reforcar
0 crescimento e divisdo celular atraves da regulacdo de outros hormdnios como a auxina,
citocinina, giberelina e ABA (&cido abicisico) (ZARGHAMI et al., 2014).

Ao final dos experimentos, os calos da maioria dos tratamentos continham
menor teor de compostos fenolicos e flavonoides totais, isso pode ser atribuido a exsudacéo

dos compostos para 0 meio de cultivo, resultando em seu escurecimento (Figura 4).

.y .

& X ) y -,
Figura 4. Calos de G. brasiliensis expostos ao controle com 38 dias (A) e 150 dias ap6s inoculagéo (B).

O escurecimento do meio de cultura é um fendmeno que ocorre com
freaquéncia. Em experimento recente de Dong et al. (2016) ha a confirmacdo de que o
escurecimento € atribuido a uma reacdo fisioldgica enzimatica e biossintese de fendlicos.
Estes autores isolaram extrato de meio de cultura escurecido e encontraram flavonoides
derivados da via da fenilopropanoide e concluiram que estes sdo 0s principais compostos
responsavel por este fenémeno.

O fato de ter sido encontrado menores teores de compostos fendlicos e
flavonoides totais nos calos expostos 120 e 150 dias provavelmente é devido a auséncia de
estruturas de acumulacdo ou tecido organizado com func¢do de armazenamento (Figura 3).

A auséncia de estruturas de acumulacdo em calos pode ser uma razdo para a
ndo acumulagdo dos compostos fendlicos e estes serem exudados para 0 meio de cultura.
Algumas espécies de plantas armazenam o0s metabdlitos secundarios em estruturas
especializadas como cavidades para Oleos (Myrtaceae), canais de resinas (Pinaceae) ou
tricomas granulares (Lamiaceae) (BOIX et al., 2011). A producdo de metabdlitos secundarios
¢ consequéncia de processos bioquimicos altamente regulados, ou seja, € resultado da
integracdo dos processos de biosintese, degradacéo, transporte e acumulagdo do produto. Para

gue um determinado composto seja acumulado é preciso que o0s tecidos que os produzem
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contenham os precursores metabolicos deste composto, as enzimas adequadas para converté-
los no produto e as estruturas onde o0 mesmo ficard armazenado (PLETSCH, 1998).

3.5 CONTEUDO DE FUKUGETINA E 7-EPICLUSIANONA

Na presenca de 2-iP e 2,4-D, com 0 aumento do tempo de exposi¢cdo houve maior
producdo de fukugetina e 7-epiclusianona em calos expostos a concentragdo 10 UM de AS
(Figura 5), mostrando que o AS associado com auxina e citocinina estimularam de forma
significativa o acumulo desses metabdlitos secundarios. Observou-se que houve maior
producdo da benzofenona 7-epiclusianona quando comparado ao biflavonoide fukugetina
(Figura 5). A obtencdo de maior teor de benzofenonas é importante, pois esta substancia age
na inducdo de apoptoses e blogueio do inicio do ciclo celular na fase G1, e impedindo a
transcricdo e traducdo de importantes reguladores do ciclo celular envolvidos na progressédo
de células cancerosas. Portanto a 7-epiclusianona pode ser importante na prevencao e
tratamento do cancer (PROTIVA et al., 2008).

350 1000

e —&——  Controle Al —e— Controle B 2]
g 300 {0 5506000 0.1 uM f ------- Creeeeees 0.1 pM E

L —————— 1 o ————— 1 A 800 =
%D 250 {— —2— - 10umM P — —— - oM - %‘3
] -_— & — 100 uM _— - 100 pM e L D
& 200 - ‘ 600 &
~ =
g 150 400 §
= =
15 <
&0 100 - =
_E 200 %
= SO 1 'E.
F =

0 1 0 g

0 30 60 90 0 30 60 90

Dias Dias

Figura 5. Teor de fukugetina e 7-epiclusianona de calos de G. brasiliensis expostos ao AS na presenca de 2-iP
e 2,4-D aos 30 e 90 dias.

Aos 30 dias nédo foi encontrado fukugetina nos extratos dos calos da concentragdo de
10 uM de AS. E aos 90 dias ndo foi encontrado fukugetina nos calos do controle e da
concentragdo de 100 uM de AS (Figura 5 A).
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Quanto a 7-epiclusianona, aos 30 dias, 0os maiores teores foram encontrados
nos extratos dos calos do controle e expostos a 1 uM de AS. Aos 90 dias, os calos do controle
ndo continham 7-epiclusianona e os extratos dos calos expostos a 10 uM de AS foram os que
apresentaram maior média no teor deste composto (803,59 pg.mg*MS) um valor oito vezes
maior quando comparado & producdo observada aos 30 dias (89,92 pg.mg*MS) (Figura 5 B).
Estudos envolvendo a atividade antimicrobiana da epiclusianona em sementes de G.
brasiliensis mostraram que esse composto apresenta atividade citotoxica, quimioprevencao do
cancer, antifangica, antitumoral e inibicdo de Staphylococus aureus (NALDONI et al., 2009).

Observou-se que o aumento dos teores de fukugetina e 7-epiclusianona na
concentracdo 10 uM AS aos 90 dias, quando comparado aos 30 dias esta associado ao
aumento dos compostos fenodlicos (Figura 5; Figura 3 A). Porém, para os calos do controle, 0s
teores de flavonoides aumentaram enquanto a fukugetina diminuiram. 1sso pode ser devido ao
fato de haver outros flavonoides, inclusive biflavonoides que ndo foram quantificados (Figura
3 B, Figura 5 A). A vantagem dos biflavonoides em relagdo aos flavonoides monomeéricos se
da pelo fato de que sdo compostos farmacologicamente ativos com vantagens
farmacocinéticas, apresentando maior biodisponibilidade destes metabolitos em comparagédo

aos flavonoides simples (IWU et al., 1985).

3.6 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE DNA E NIVEL DE PLOIDIA POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Devido a grande quantidade de metabolitos secundarios, os histogramas
obtidos pela citometria de fluxo ndo apresentaram boa qualidade e continham detritos de
fundo impossibilitando a anélise da quantidade de DNA e nivel de ploidia (Figura 6). Os
naumeros de ndcleos analisados por leitura variaram de 258 a 5805. Isso pode ter sido causado
pela inibicdo do corante iodeto de propideo pelos compostos secundarios ou de particulas de
detritos aderidas nas superficies dos nucleos isolados presentes nas amostras. Segundo PRICE
et al. (2000), o modo de agéo e a natureza quimica dos inibidores de fluorescéncia de iodeto
de propideo é desconhecida, provavelmente envolve um ou mais dos numerosos metabolitos
secundarios produzidos por plantas.

Pinto et al. (2004) notaram diminuicdo na fluorescéncia de iodeto de propideo

na citometria de fluxo de ndcleos de Eucalyptus globulus e Solanum Lycopersicum em
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amostras obtidas a partir de folhas de plantas de campo provavelmente por apresentarem
maior teor de compostos secundarios.

Os métodos convencionais de citometria de fluxo podem falhar com amostras
especificas por uma variedade de raz6es. Um dos problemas pode ser a dificuldade para isolar
ndcleos intactos suficientes para a analise. Tal inconveniéncia é frequentemente associada
com a estrutura mecanica e quimica da amostra. Por exemplo, os ndcleos podem ser
aprisionados no interior das células ou podem colar-se a compostos mucilaginosos. A
agregacao de particulas de detritos nas superficies dos nucleos isolados é outro fenémeno que
resulta em diminuicdo da resolucdo de histogramas. Pode ocorrer também a interferéncia de
compostos citosélicos com o corante do DNA, o que geralmente resulta na diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia.
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Figura 6. Histogramas resultantes de citometria de fluxo obtidos de
calos de G. brasiliensis apds 150 dias de exposicao ao acido
salicilico.

Uma vez que os nucleos da amostra e o padrdo podem ser afetados
diferencialmente, a estimativa do conteddo em DNA em unidades absolutas pode ser
comprometida, como evidenciado, por exemplo, por uma fraca reprodutibilidade dos
resultados. Outra dificuldade na medicdo de DNA por citometria de fluxo inclui a baixa
permeabilidade da membrana plasmatica pela maioria dos corantes, pois estes podem ligam-
se a moléculas ndo especificas e a varios pigmentos de interferéncia ou metabolitos
secundérios (DOLEZEL, 2007).
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4 CONCLUSOES

Altas concentracdes de AS (10 e 100 pM) e maior tempo de exposi¢do (120 e
150 dias) ndo implicaram maior acumulo de compostos fendlicos e flavonoides totais.

O éacido salicilico demonstrou ser um elicitor abiotico eficiente na otimizagéo
de metabolitos secundarios em calos de G. brasiliensis.

O maior tempo de exposigéo aos elicitores ndo garantiram maiores teores de
fukugetina e 7-epiclusianona.

Para a extracdo de metabolitos secundarios de calos de G. brasiliensis, o
melhor periodo seria no inicio da fase estacionaria.

A associacdo de AS com auxina e citocinina requer uma maior concentracéo do
elicitor e maior tempo de exposicdo. Para a utilizacdo de AS na auséncia de 2-iP e 2,4-D é
necessario a concentragdo minima testada do elicitor para a otimizacdo da producdo de

fukugetina e 7-epiclusianona.
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CAPITULO 4 Inducdo da producdo de metabélitos secundarios em calos de Garcinia
brasiliensis usando &cido jasménico como elicitor

A seguir é apresentada uma introducdo do tema abordado neste capitulo com o

propdsito de criar embasamento tedrico para analise e discussao dos resultados.

1 INTRODUCAO

O género Garcinia tem demonstrado pelos estudos fitoquimicos, ser possuidor
de uma grande diversidade de metabdlitos secundarios como os compostos fenolicos
(benzofenonas, xantonas e flavonoides). Muitos desses compostos sdo principios ativos com
propriedades farmacoldgicas contra varias doencas (SANTA-CECILIA et al., 2013; SANTOS
FILHO et al., 2014).

Para aumentar a producdo desses metabolitos secundarios, de interesse
econdmico ou medicinal, vem sendo estudadas estratégias como a adi¢do de elicitores, como
0 &cido jasmonico (AJ), no meio de cultura em cultivo de células in vitro (DIOS-LOPEZ et
al.,, 2011; LARGIA et al., 2015; PEREZ-ALONSO et al., 2014; PITTA-ALVAREZ et al.,
2000; SAHU et al,. 2013). Os estimulos externos por elicitores sdo capazes de provocar
alteracbes na célula vegetal que conduzem a uma série de reagdes, favorecendo
eficientemente o acimulo de metabolitos secundarios (SUDHA; RAVISHANKAR, 2002).

Os jasmonatos sdo produzidos a partir de estimulos externos ou de genes de
expressdo e estdo presentes com maior atividade nos tecidos em crescimento. Geralmente,
encontram-se presente nas plantas em concentragdes menores que 10 uM, porém, seu nivel
pode variar em funcdo do tecido, do periodo de desenvolvimento e do estimulo externo
(MASON et al., 1992). Em baixa concentracdo (1 a 10 uM) nos tecidos atua na indugdo da
expressao geénica, relacionada com a defesa da planta, sendo que em concentragdes altas
(acima de 50 puM) provoca senescéncia, induzindo a morte celular (MELLO, 2009).

Nesse contexto, sdo inumeros fatores que podem levar a variagdes no contetido
de metabolitos especiais, assim hé a necessidade de estudos que visem detectar as condi¢des e
épocas para cultivo e/ou coleta que culminem em um material vegetal com concentraces
desejaveis de principios ativos (GOBBO-NETO; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR,
2011; GOUVEA et al., 2012; PAVARINI etal., 2012).
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Considerando que a G. brasiliensis € uma espécie produtora de importantes compostos
de interesse medicinal, e tendo em vista que, ja se tem conhecimento na literatura da acéo do
acido jasmonico (AJ) como indutor desses metabolitos secundarios € importante conhecer o
desempenho fisioldgico da espécie frente ao elicitor de modo a sugerir a melhor concentragédo
de AJ que possibilite uma otimizacdo da produgdo de compostos fendlicos e flavonoides.
Assim, o objetivo do estudo foi testar o efeito do AJ na producdo de compostos fendlicos e

flavonoides totais em calos de G. brasiliensis.
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2 MATERIAL E METODOS

Esta sessdo trata do material e métodos utilizados nos experimentos deste
trabalho.

2.1 CALOGENESE DE EMBRIOES ZIGOTICOS DE BACUPARI

Frutos de Garcinia brasiliensis foram coletados de plantas situadas no
municipio de Vigosa, MG, na segunda quinzena de fevereiro de 2015. Esses frutos foram
despolpados e suas sementes permaneceram por 30 dias sobre a bancada do laboratério a
temperatura de 22°C para secagem e retirada do tegumento.

Para a desinfestacdo dos embrifes foi utilizado &lcool 70% por 2 minutos e,
posteriormente, hipoclorito de s6dio a uma concentracao 2,5% de cloro ativo por 15 minutos.
A seguir, os embriGes foram enxaguados por, no minimo, trés vezes em agua destilada e
autoclavada. Este processo foi feito em camara de fluxo laminar previamente esterilizada com
alcool 70% e radiacdo UV por 20 minutos.

Os embrides foram segmentados transversalmente e inoculados em placas de
Petri de 10 cm de didmetro contendo 30 mL de meio de cultura, sendo 10 segmentos por
placa.

O meio de cultura utilizado foi o WPM (LLOYD e McCOWN, 1980),
suplementado com 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de agar, com a combinacgdo 72 pM 2-iP +
28,73 UM 2,4-D. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da autoclavagem que foi efetuada a
121° C, pressdo de 1,0 atm e por um periodo de 20 minutos.

Apbs 135 dias, os calos foram separados do segmento de embrido zigotico e
inoculados em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultura WPM com AJ (0,1; 1; 10;
100 pM) e, como controle, auséncia de AJ + etanol (0,42 mL.L™).

O AJ foi diluido previamente em etanol, sendo a concentracao final de etanol
nos meios de culturas inferior a 0,05%. A solucdo de AJ, assim como o etanol para o controle,
foram adicionadas aos meios de cultivo uma vez esterilizadas mediante filtragdo utilizando
filtros estéreis de 0,22 um e realizando o processo na camara de fluxo laminar.

Os tubos foram levados para B.O.D., a 25 °C e auséncia de fotoperiodo.
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2.2 ENSAIOS FITOQUIMICOS

Os calos expostos ao AJ foram utilizados para os testes fitoquimicos realizados
a cada 30 dias em um periodo total de 150 dias; com o intuito de determinar o contetdo de
compostos fenolicos, flavonoides totais, epiclusianona e fukugetina.

2.2.1 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos os calos foram pesados e para cada 100 mg de
amostra foi adicionado 1mL de alcool absoluto para a maceracdo das amostras. Estas foram
agitadas em agitador orbital Marconi MA-420 por 2 horas a 223 rpm. As amostras foram
centrifugadas por 30 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi coletado em tubos falcon de massa
conhecida. Repetiu-se a operacdo até o sobrenadante ficar incolor. Os tubos falcons foram
colocados abertos em banho maria a 45°C até completa secagem do liquido etandlico da
extracdo dos calos. Da massa seca que permaneceu no tubo foi preparado um extrato
etandlico 1%. Para cada 10 mg de massa seca foi adicionado 1 mL de alcool absoluto
(SANTOS FILHO, 2014, adaptado).

Para tanto, foram usados 5 calos de cada tratamento, totalizando 5 repeticdes
por tratamento. Os extratos foram utilizados para a determinacdo do contetdo dos compostos
fendlicos e flavonoides totais como também para quantificacdo de 7-epiclusianona e
fukugetina.

2.2.2 Determinacéo do conteudo total de compostos fendlicos

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado como descrito por
Ainsworth e Gillespie (2007) com modificacdes. Desta forma, aliquotas de 10 pL de solugéo
de extrato etandlico de calo 1% foram misturadas com 240 pL de agua destilada e com 1,25
mL do reagent Folin-Ciocalteu 10%. Apds 8 min, foi adicionado 1,0 mL de carbonato de
sodio 4%. As amostras foram incubadas por 2 horas na auséncia de luz. A absorbancia foi
medida a 740 nm. A concentracdo de fendlicos foi calculada a partir de uma curva padréo de

acido galico.
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2.2.3 Determinagéo do contetido de flavonoides totais

Aliquotas de 5 pL de solucéo de extrato etanolico de calo 1% foram misturadas
com 2,445 mL de etanol 80%, 50 pL de acetato de potassio 10% e 50 pL de nitrato de
aluminio.

Para o branco da amostra fez-se 0 mesmo, porém nao foi acrescentado o nitrato
de aluminio.

Em seguida, as amostras foram incubadas por 40 min a temperatura ambiente.
A absorbancia foi medida a 415 nm. A concentracdo de flavonoides foi calculada a partir de

uma curva padrédo de quercetina (PARK et al., 1997).

2.3 CURVA DE CRESCIMENTO DE CALOS

As curvas de crescimento dos calos foram obtidas a partir da pesagem antes da
inoculacdo e a cada 15 dias. Para determinacdo da curva de crescimento, pesaram-se 10 calos
de cada tratamento realizando o seguinte célculo: massa do dia da pesagem menos massa
inicial que era a massa do calo antes da inoculagdo em meio de cultura com elicitor.

As médias obtidas das diferencas entre as massas foram usadas para tragar as

curvas e determinar a cinética de crescimento dos calos.

2.4 DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DA FUKUGETINA E 7-EPICLUSIANONA

A analise da producdo de fukugetina e 7-epiclusianona foi realizada em um
cromatografo Shimadzu LC-100 como descrito por Santa-Cecilia et al. (2011). A
identificacdo dos compostos foi feita com base no tempo de retengéo e espectro de absorgédo
de compostos padrdo previamente isolados e caracterizados no Laboratério de Fitoquimica e
Quimica Medicinal da Unifal-MG.

Foram analisadas amostras de calos com 30 e 90 dias de exposi¢do ao AJ.
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2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 5 concentracfes de
AJ (0,1; 1; 10 e 100 uM) e controle utilizando-se 10 repetices para curva de crescimento de
calos e 5 repetices para as analises fitoquimicas. Os dados foram submetidos a analise de
variancia a 5% de significancia pelo teste Scott-Knott, utilizando-se o programa Sisvar
(FERREIRA, 2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta sessdo trata dos resultados obtidos neste trabalho e respectivas discussoes.

3.1 USO DO ACIDO JASMONICO COMO ELICITOR

A seguir sdo relatados os resultados das andlises dos teores dos compostos
fendlicos, flavonoides totais e da curva de crescimento, como também as respectivas

discuss@es, quando os calos foram submetidos aos tratamentos com AJ.

3.2 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS, FLAVONOIDES TOTAIS E CURVA DE
CRESCIMENTO

Ao avaliar o teor de compostos fendlicos presentes nos extratos dos calos
expostos ao controle e as diferentes concentracdes de AJ, constatou-se que para calos com 30
dias de exposicdo apenas a concentracao de 0,1 UM de AJ ndo favoreceu a producdo destes

compostos (Figura 1 A).
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Figura 1. (A) Teor de fendlicos, (B) Teor de flavonoides e (C) massa dos calos de G.
brasiliensis expostos a diferentes concentracbes de AJ em fungdo do
tempo de exposicao.
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Aos 60 dias ndo houve diferenca significativa entre o teor de fenolicos totais
presente nos extratos das diferentes concentragdes de AJ. Aos 90 dias, os calos cultivado na
auséncia de elicitor e nas concentracfes de 1 e 100 de uM de AJ promoveram maior producao
de compostos fendlicos, 151,94; 181,82 e 202,74 ug.mg™*MS, respectivamente (Figura 1 A).
Estudos sugerem que o AJ age como sendo um composto de sinalizagdo importante no
processo de elicitacdo levando a hiperproducédo de varios metabolitos secundarios (CHEONG;
CHOI, 2003). Eles também tém sido relatados para desempenhar um papel-chave nos
processos de transducdo de sinal que regulam as respostas de defesa de plantas e mostrado
eficaz para aumentar a producdo de metabolitos secundarios em culturas de células
(WALKER, PAL BAIS, VIVANCO, 2002).

Quando os calos ficaram 120 e 150 dias expostos as diferentes concentragdes
de AJ, seus extratos ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao teor de compostos
fendlicos (Figura 1 A).

Em relacdo a producdo de flavonoides totais, aos 30 dias de exposicéo, os calos
das concentracBes 1, 10 e 100 uM de AJ produziram uma quantidade significativamente
maior (297,70; 288,28 e 267,92 pg.mg*MS, respectivamente) (Figura 1 B) quando
comparados aos calos do controle e da concentracéo de 0,1 UM de AJ. Tais resultados estéo
de acordo com Uppalapati et al. (2005) que afirmam aplicacfes exdgenas de jasmonatos em
cultura de células de vérias espécies de plantas estimulam positivamente o fluxo de trabalho
de vias biossintéticas secundarias, que conduz a um aumento da producdo de metabolitos
secundarios diversificados, incluindo terpenoides, flavonoides, alcaloides e fenilpropanoides.
Na cultura de calo de Vitis vinifera, a producdo de flavonoides totais aumentou ao ser usado
como elicitor 10 uM de jsmonato de metila por Cetin e Baydar (2016) e a maxima
acumulacdo do flavondide antocianina foi reportada por Zhang et al. (2002), ao adicionarem
20 UM de AJ em meio na cultura de células de V. vinifera.

Aos 60 e 90 dias, foram encontrados maiores teores de flavonoides nos extratos
dos calos expostos as concentracdes de 1 e 100 uM de AJ (Figura 1 B). Alguns trabalhos
mencionam que baixas concentragbes de jasmonato (até 10 pM) em meio de cultura
favorecem a producdo de metabdlitos secundarios (ALIl; ABBASI; ALI, 2015; GUMEROVA,
AKULOV, RUMYANTSEVA, 2015; RINCON-PEREZ, et al., 2016). Porém, também tem
sido relatado em outros estudos que a concentracdo de 100 de UM de jasmonato é eficiente na
producdo de metabolitos secundarios in vitro. Na cultura de células de Hypericum perforatum,
Wang et al. (2015) determinaram que 100 UM de um derivado do AJ, o jasmonato de metila, é

a melhor concentracdo para a producdo de flavonoides totais. O acumulo de polifendis em
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cultura de células de Linum album foi reportado por Van Firden, Humburg e Fuss (2005)
apos elicitagdo com 100 uM de jasmonato de metila como também por lonkova, 20009.

Com 120 dias ndo houve diferenca significativa entre as quantidades de
flavonoides totais encontradas nos extratos dos calos expostos a diferentes concentracdes de
AJ e aos 150 dias, as concentragdes intermediarias (0,1; 1 e 10 uM de AJ) que favoreceram
maior producdo de flavonoides totais pelos calos (Figura 1 B). O aumento do contetdo do
flavonoide daidzeina foi conseguido por Zaheer, Reddy e Giri (2016) quando adicionaram 10
UM de AJ no meio de cultura no cultivo de raiz de Psoralea corylifolia.

O fato de o AJ ter induzido a producdo de flavonoides totais pode estar
relacionado com regulacdo dos genes e enzimas da via de producéo dos compostos fendlicos.
Foi identificado por Galis et al. (2006) um fator de transcri¢do regulado por jasmonato de
metila que induz uma série de genes do metabolismo dos fenilpropanoide, além de dirigir o
acumulo de vérios fenilpropanoides. Diversas enzimas da rota dos fendlicos sdo induzidas
pelos jasmonatos, dentre as quais a fenilalanina aménia liase (PAL) se destaca (GALIS et al.,
2006; KIM et al., 2007; MIZUKAMI; TABIRA; ELLIS, 1993; SIRCAR; MITRA, 2008;
XIAO et al., 2009). PAL ¢ a primeira enzima da biossintese de fenilpropanoides em plantas e
é uma importante peca na biossintese de flavonéides (ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005).
Jasmonatos em culturas de suspensdo de células de Hypericum perforatum aumentaram a
producdo de flavonoides por meio da regulagdo da atividade de PAL (WANG et al., 2015).

Ao observar as curvas de crescimento dos calos (Figura 1 C), nota-se que 0s
calos da concentracdo 10 uM de AJ tiveram um rapido ganho de massa nos 15 primeiros dias,
depois deste periodo entraram na fase estacionaria, ndo apresentando um aumento
significativo; para os calos da concentracdo de 100 uM de AJ isto ocorreu apés os 30 dias. Os
calos do controle e da concentracdo 1 puM de AJ entraram na fase estacionaria apds os 45
primeiros dias. Os calos da concentracdo 0,1 UM de AJ tiveram aumento de massa até o 60°
dia e depois disso entram na fase estacionaria. Segundo Costa et al. (2015) o periodo ideal
para extracdo dos metabdlitos secundarios produzidos em calos € na fase estacionaria quando
a producdo de metabolitos primérios praticamente cessa e a acumulacdo de metabolitos
secundarios comega. No entanto, estudos de diferentes metabdlitos secundarios devem ser
realizados para estabelecer a sua cinética e avaliar os fatores envolvidos na sua producéo.

Também é importante ressaltar que 0,1 UM de AJ favoreceu o crescimento dos
calos, e estes entraram na fase estacionaria aos 60 dias (Figura 1 C). Isto pode ser explicado
por relatos na literatura de que a diminuigdo da producéo de metabdlitos secundarios na fase

em que h& crescimento muito ativo de calos a alocacdo de carbono estd distribuida
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preferencialmente para o metabolismo priméario. Assim, quando o crescimento pausa (fase
estacionaria), altas quantidades de carbono ndo sdo mais necessérias para 0 metabolismo
primario e 0s compostos secundarios podem ser sintetizados (BOURGAUD et al., 2001;
MACHADO et al., 2006). Geralmente, em culturas de células, na fase exponencial (periodo
em que ocorre maxima divisdo celular) muitos metabdlitos secundarios sdo produzidos apenas
em niveis baixos, ou ndo sdo produzidos (CUSIDO et al., 2002; MALIK et al., 2011).

Em culturas de celulas, na fase exponencial (periodo em que ocorre maxima
divisdo celular) muitos metabdlitos secundarios sdo produzidos apenas em niveis baixos, ou
ndo sdo produzidos, uma vez que Seus precursores primarios sao necessarios para a formagédo
de biomassa. H& evidéncias de que a inducdo da producdo de metabolitos secundarios a partir
de compostos primarios € mais eficaz na fase estacionaria de crescimento. Por esta razdo, uma
boa estratégia para producdo de metabolitos secundarios in vitro é o estabelecimento de uma
cultura de duas fases, na qual as células sdo primeiro mantidas numa forma Gtima para a
formacdo de biomassa e sdo entdo transferidos para um meio de producdo 6tima que estimula
a sintese de compostos derivados. Este sistema tem a vantagem de permitir elicitores e
precursores biossintéticos a ser adicionado no momento da producdo méaxima, isto é, na
segunda fase da cultura (CUSIDO et al., 2002; MALIK et al., 2011).

A concentracdo que proporcionou maior aumento de massa e fase estacionaria
mais tardia foi o 0,1 uM de AJ, porém esta concentracdo ndo favoreceu a producdo de
compostos fenolicos e flavonoides totais durante os primeiros 90 dias do experimento, ou
seja, na fase em que os calos ainda apresentavam aumento de biomassa (Figura 1 C). Quanto
ao aumento de biomassa in vitro ao se usar jasmonatos, resultados semelhantes foram
observados por Gumerova, Akulov e Rumyantseva (2015), que relataram o acumulo de
biomassa em cultura de células de Fagopyrum tataricum ao adicionarem 0,1 uM de
jasmonato de metila em meio de cultura. A variagdo no acumulo de vérias proteinas
envolvidas na energia e no metabolismo secundario pode ser causada pelos jasmonatos,
sugerindo uma mudanca do destino metabdlico que pode causar um aumento no acimulo de
metabolitos secundarios e/ou aumento da biomassa (RUIZ-MAY et al., 2011). Contudo, o
efeito de jasmonatos no crescimento das plantas é variavel entre as espécies. Enquanto alguns
autores verificaram reducéo no crescimento (HEIJARI et al., 2005; ROSSATO et al., 2002),

outros relataram aumento (AFTAB et al., 2011).
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3.3 CONTEUDO DE FUKUGETINA E 7-EPICLUSIANONA

A concentracdo de 0,1 uM de AJ néo favoreceu a producéo de fukugetina, pois
0 composto ndo foi encontrado nos calos expostos 30 e 90 dias nesta concentracdo de
jasmonato (Figura 2 A). Nota-se que esta concentracdo de jasmonato foi a que menos

favoreceu a producdo de compostos fenolicos e flavonoides totais pelos calos (Figura 2).
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Figura 2. Teor de fukugetina e 7-epiclusianona de calos de G. brasiliensis expostos a 30 e 90 dias ao
acido jasménico.

Os maiores teores de fukugetina foram encontrados nos calos expostos a
concentracdo de 10 e 100 uM de AJ por 90 dias (408,40 pg.mg*MS e 400,56 pg.mgMS,
respectivamente) (Figura 2 A).

Os biflavonoides sdo compostos polifendlicos de ocorréncia natural e sdo
onipresentes nas plantas vasculares e apresentam propriedades promissoras (LOBSTEIN-
GUTH et al., 1998). No género Garcinia tem se destacado a ocorréncia de biflavonoides dos
tipos GB1, GB-1a, fukugetina e amentoflavona (WATERMAN; HUSSAIN, 1983).

Quanto a 7-epiclusianona, a maior produgdo foi aos 30 dias para os calos
expostos a concentracdo de 10 uM de AJ (Figura 2 B). Os teores de fukugetina presentes nos
extratos dos calos com 90 dias de exposi¢cdo ndo se diferenciaram. O fato de o AJ alterar a
producdo de polifendis como a 7-epiclusianona pode ser devido a inducdo da fenilalanina
amoénia liase (PAL) por jasmonatos, que tem sido observada por diversos autores (GALIS et
al., 2006; KIM et al., 2007; MIZUKAMI; TABIRA; ELLIS, 1993; SIRCAR; MITRA, 2008;
XIAO et al., 2009).
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4 CONCLUSOES

A concentracdo de 0,1 uM de AJ garantiu o incremento da massa dos calos de
G. brasiliensis e, com aumento do tempo de exposic¢do, foi favordvel a producédo de fendis e
de flavonoides.

A concentracdo de 0,1 uM de AJ nao foi favoravel para a producdo de
fukugetina e 7-epiclusianona quando os calos permanecem até 90 dias incubados.

Para a producdo de fukugetina, a condicdo que mais foi favoravel foi a
exposicdo por 30 dias em meio de cultura WPM contendo 10 uM de AJ.
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