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espécies, e arvores cujos frutos produzem sementes de acordo com suas espécies.

E Deus viu que ficou bom.”

Génesis 1:12



RESUMO

Minquartia guianensis (Olacaceae) é uma espécie vegetal de elevado valor
econdmico na regido Amazodnica, é intensamente explorada pelo setor madeireiro
para diversos fins devido a alta durabilidade de sua madeira. A espécie também é
utilizada para fins medicinais por indios e populacdes ribeirinhas, contra infec¢cdes
intestinais, reumatismo, dores e irritacbes cutaneas. Estudos quimicos relatam a
presenca de diversas substancias com grande potencial biolégico. O presente
trabalho visou obter calos in vitro de M. guianensis a fim de identificar e isolar as
substancias quimicas de seus extratos. Para isto, este trabalho seguiu duas frentes,
sendo a primeira com a multiplicacdo e anadlise fitoquimica dos calos obtidos de
estudos prévios; e a segunda, seguindo as etapas de formacdo de novos calos a
partir de uma nova coleta. Os calos previamente estabelecidos in vitro, foram
multiplicados em meio de cultura MS (Murashige e Skoog) com reguladores de
crescimento, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e cinetina (CIN). ApGs secagem e
moagem, os calos foram extraidos com diclorometano (DCM), metanol (MeOH) e
agua (H20). O extrato DCM forneceu a substancia trans-docosil-4-hidroxi-3-
metoxicinamato (trans-ferulato de docosila). Quanto a formacdo de novos calos,
foram coletadas folhas e sementes de um espécime adulto de M. guianensis no
INPA, que foram submetidos a processos de desinfestacdo em fungicida +
estreptomicina, etanol 70%, hipoclorito de célcio e hipoclorito de sédio, onde foi
possivel obter um protocolo eficiente de desinfestacdo para os explantes foliares. As
sementes foram inoculadas em meio de cultura MS com adicdo de acido giberélico
(GA3) e apds 120 dias obtiveram-se quatro plantulas. As folhas das plantulas obtidas
da germinacdo in vitro e do espécime in vivo, foram inoculados em meio de cultura
MS 100%; MS 50% e WPM (Wood Plant Medium) adicionado com os reguladores de
crescimento 2,4-D e CIN, onde foi possivel a formacdo de calos em todos os
tratamentos, porém houve oxidacdo e morte do tecido foliar em todos os
tratamentos. Este € o primeiro relato de cultura de tecidos da espécie M. guianensis
e do isolamento da substancia trans-docosil-4-hidroxi-3-metoxicinamato produzida
por calos.

Palavras-chave: Olacaceae, cultura de tecidos in vitro, calo, fitoquimica.
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ABSTRACT

Minquartia guianensis (Olacaceae) is a plant species of high economic value in the
Amazon region, is intensively exploited by the timber sector for several purposes due
to the high durability of its wood. The species is also used for medicinal purposes by
Indians and riverine populations, against intestinal infections, rheumatism, pains and
skin irritations. Chemical studies report the presence of several substances with great
biological potential. The present work aimed to obtain callus in vitro of M. guianensis
in order to isolate the chemical substances from their extracts. For this, this work
followed two fronts, being the first with the multiplication and phytochemical analysis
of callus obtained from previous studies; and the second, following the steps of
formation of new calluses from a new collection. The previously established callus in
vitro were multiplied in MS culture medium (Murashige and Skoog) with growth
regulators 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and kinetin (CIN). After drying and
milling, the calluses were extracted with dichloromethane (DCM), Methanol (MeOH)
and Water (H20). The DCM extract provided the substance trans-docosyl-4-hydroxy-
3-methoxycinnamate (docosyl trans-ferulate). Regarding the formation of new callus,
leaves and seeds of an adult specimen of M. guianensis were collected at INPA,
which were submitted to disinfestation in fungicide + streptomycin, 70% ethanol,
calcium hypochlorite and sodium hypochlorite, where it was possible To obtain an
efficient disinfestation protocol for leaf explants. The seeds were inoculated in MS
medium with addition of gibberellic acid (GA3) and after 120 days four seedlings
were obtained. The leaves of the seedlings obtained from in vitro germination and the
in vivo specimen were inoculated in 100% MS culture medium; MS 50% and WMP
(Wood Medium Plant) added with the growth regulators 2,4-D and CIN, where callus
formation was possible in all treatments, but there was oxidation and leaf tissue
death in all treatments. This is the first report of tissue culture of the M. guianensis
species and the isolation of the trans-docosyl-4-hydroxy-3-methoxycinnamate
substance produced by calluses.

Key words: Olacaceae, in vitro tissue culture, callus, phytochemistry.
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1. INTRODUCAO

Uma das técnicas mais promissoras para o estudo sustentavel das plantas é
a cultura de tecidos de plantas in vitro. Segundo Goncalves e Romano (2013), a
técnica de cultura vegetal in vitro € considerada uma ferramenta eficaz para a
producdo em larga escala de metabdlitos secundarios de plantas de interesse, sem
para isto, pér em risco populacdes selvagens de espécies vegetais.

Nesta técnica, utilizam-se inicialmente pequenos fragmentos da planta,
denominados explantes, que podem ser retirados de qualquer parte do vegetal, os
quais sdo induzidos sob condi¢cBes controladas e assépticas a produzir plantulas ou
outros tecidos especificos da planta com alto padrdo de qualidade genética e
sanitaria. Esta técnica também possibilita a produ¢do de metabdlitos secundarios
por meio da cultura de plantulas e calos in vitro (ULISSES et al, 2010). Estudos
atuais revelam que € possivel a producdo de substancias de interesse em culturas
de calos in vitro de forma eficiente (COSTA, P. et al., 2012; KOKOTKIEWICZ, et al.,
2012).

A floresta Amaz6nica é reconhecida como o maior reservatorio natural de
diversidade vegetal do mundo abrangendo cerca de um terco de todo o estoque
genético da Terra (PASTORE JR, 2011). Embora a flora amazbnica seja apontada
como uma grande fonte de substancias bioativas, sdo poucos 0s estudos realizados
em relacdo a sua natureza quimica e farmacoldgica (FORZZA et al.,, 2010
BREITBACH et al.,, 2013) e, além disso, uma grande parte de seus produtos
florestais nativos sdo utilizados de forma ndo sustentavel, acarretando a perda da
cobertura vegetal e por consequéncia extincdo da diversidade de espécies de
interesse (PEREIRA et al., 2011; SOUZA et al., 2006). Segundo dados do Museu
Paraense Emilio Goeldi (FREITAS & MARULL, 2015) o bioma amazonico equivale a
um terco das reservas de florestas tropicais Umidas do mundo, e possuem mais de
30 mil espécies de vegetais catalogadas, 10% da flora mundial com cinco mil
espécies de arvores.

Estudos fitoquimicos da espécie M. guianensis descreveram o isolamento de
diversas substancias biologicamente ativas, tais como: acido minquartindico,
lichexantona, triterpenos: eritrodiol, eritrodiol esterificado com &cido graxo, betulina,
betulina esterificada com acido graxo, éter derivado do eritrodiol, 13,28-epoxi-3-

acetoxi-11-oleaneno, 33, 13 e lupeol, taraxerol, lupen-3-ona e esqualeno, que se
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mostraram ativos contra varios tipos de doencas como, por exemplo, o cancer, a
malaria, o HIV entre outras, por possuirem atividade antitumoral, antifingica,
antiviral, antibacteriana e também, atividade inseticida (MARLES et al., 1989; EL-
SEEDI et al., 1994; CURSINO et al., 2009).

Segundo Cursino e colaboradores (2011 e 2012), fracdes de extratos de M.
guianensis apresentaram atividade antifangica contra Cryptococcus gattii e atividade
antibacteriana contra Aeromonas hydrophila; e triterpenos isolados a partir de
extratos das folhas e ramos evidenciaram, através de ensaio in vitro, atividade
parcial contra Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina. Estes estudos
demonstram a importancia e o potencial bioativo desta espécie para fornecer
substancias de interesse para uso clinico.

Visando uma possivel producdo em larga escala de substancias de interesse de
M. guianensis, sem prejudicar a existéncia de suas populacdes selvagens, este
estudo teve como objetivo cultivar calos de Minquartia guianensis in vitro para obter

extratos, isolar e identificar as substancias quimicas presentes nos mesmos.



21

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Familia Olacaceae

A familia Olacaceae possui uma distribuicdo pantropical (figura 1) e pertence
a ordem Santalales. Desta familia, sdo conhecidas 180 espécies incluidas em 27
géneros, sendo 13 géneros e 87 espécies com distribuicdo neotropical (VICENTINI
& ROSSI, 2009).

No Brasil, ocorrem apenas 12 géneros com 53 espécies, com maior dispersao
na Amazonia (FLORA DO BRASIL 2020, 2017). Seus representantes compdem-se
de plantas lenhosas, lianas e algumas hemiparasitas, que crescem sobre as raizes
de outras plantas (VICENTINI & ROSSI, 2009).

Figura 1: Distribuicdo geogréfica da familia Olacaceae

.....

Fonte: TROPICOS, 2017.

Estudos quimicos e bioldgicos, realizados com extratos e substancias
isoladas de varias espécies de plantas da familia Olacaceae, mostraram atividades
biolégicas frente a mdultiplas patologias, como exemplo, o acido minquartindico,
isolados das espécies Ochanostachys amentaceae e Minquartia guianensis, que se
mostrou ativo contra o HIV, Plasmodium falciparum e Leishmania major (RASHID et
al., 2001; MARLES et al., 1989; RASMUSSEN et al., 2000)
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Em estudos quimicos com plantas da familia Olacaceae foram relatados o
isolamento e identificacdo de diversos &cidos graxos, como por exemplo, acidos
palmitico, laurico, miristico, palmitoléico, estearico, oléico, linoléico, linolénico,
araquidénico, gondbico, behénico, erdcico, lignocérico, nervonico, cerético de
Curupira tefeensis (SPITZER et al., 1990), além dos acidos ximénico, 9(2),11(2)-
octadecadienoico, 9,11-octadiendico e 4cido exocarpico (SPITZER et al., 1991).

O extrato da espécie Liriosma avata apresentou potencial anti-inflamatdrio,
porém, substancias isoladas foram pouco ativas quando testadas em ensaio de
microdiluicdo contra a bactéria Staphylococcus aureus (PICERNO et al., 2008). O
extrato etandlico de Strombosia schefferi possui acdo de neuroprotecdo (SIQUEIRA
et al.,, 2004), sendo que, em outro estudo, apresentou baixa citotoxicidade frente
larvas de Artemia salina com CLsg maiores que 1000 pg/mL (MOSHI et al., 2009).

Oleos extraidos das sementes de Scorodocarpus borneensis foram ativos
contra fungos do género Microsporum, Acremonium e também da espécie Candida
albicans (RABMAN et al.,, 2002), e seu extrato metandlico mostrou foto-
citotoxicidade em estudo in vitro frente a células obtidas de humanos com leucemia
(HL-60) (ONG et al., 2009). O extrato etandlico de Ptychopetalum olacoides possui
atividade antidepressiva (PIATO et al., 2009), antioxidante in vivo (SIQUEIRA et al.,
2007) e atividade contra amnésia (SILVA et al., 2009).

O extrato etandlico das folhas de Ximenia caffra var. caffra foi testado contra o
patégeno Neisseria gonorrheae e apresentou atividade inibitoria de 43,9%, o extrato
foi entdo submetido a uma particdo com diclorometano (DCM), que por sua vez
apresentou uma acdo maior e inibiu em 78,8%, a bactéria. Deste Ultimo extrato, foi
isolada substancia bisnorsesquiterpeno vomifoliol que apresentou atividade
significativa de 63,1% contra a bactéria (NAIR et. et al., 2013).

Estudos com os extratos: hexanico, etanolico e metanolico das folhas de Olax
zeylanica mostraram poderosa agao inseticida contra o inseto-praga Sitophilus
oryzae (gorgulho) que atacam plantacdes de arroz. O efeito repelente de mais
destaque deste estudo foi do extrato metandlico com 97% de agéo, enquanto que
em doses mais baixa induziu mais do que 50% de repeléncia de gorgulhos indicando
uma forte acao repelente das folhas pulverizadas (FERNANDO & KARUNARATNE,
2013).

Da espécie Heisteria silvanii foi identificado o &acido 9,10-epoxiestearico

(SPITZER et al., 1997). Os acidos, palmitico, oleico, estearico, linoleico e acido
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linolénico foram identificados em Mappia foetida (HOSAMINI & PATTANASHETTAR,
2005). Em Onguekoa gore foram identificados os &cidos iséanico e cis-
octadecenediendico (GUSTONE et al.,, 1963). Em Ptychopetalum olacoides os

acidos encontrados foram estearico e palmitico (MONTRUCCHIO et al., 2005).

2.2. Minquartia guianensis Aubl. (Aublet)

Dos 27 géneros da familia Olacaceae, Minquartia é considerado um género
monotipico, sendo representado por apenas uma espécie aceita oficialmente, a
Minquartia guianensis Aubl. (FLORA DO BRASIL 20-20, 2017).

A espécie M. guianensis esta distribuida em paises da Ameérica do Sul e
América Central. No Brasil, esta dispersa nos estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Maranh&o, Mato Groso, Para, Rondbnia e Roraima (figura 2) (TROPICOS, 2017).

No Brasil é conhecida popularmente como acariquara, acariquara-roxa, acari,
ararilba, acachimba e em outros paises como: cariquara-negra (Bolivia); arataweri
(Caribe); cuajada-negra, manu-negro, palo-de-piedra (Costa Rica); puente-candado,
guayacan-negro, minche (Colédmbia); guayacan, pechiche (Equador); negrowanania
(Guiana); maka, bagui-bagui, bois-de-minquar, Paicoussa-rouge (Guina Francesa);
criollo, black-manuwood (Panama); platano, manu (Nicardgua); huacapu (Peru);
mincoa (Suriname); arekuma (Venezuela (Silva, 2006).

Sao sinonimias desta espécie: Eganthus poeppigii Tiegh, Endusa punctata
Radlk, Minquartia macrophylla Ducke, M. parvifolia A.C. Sm., M. punctata (Radlk.),
Secretania loranthacea Miull. Arg (TROPICOS, 2017).

M. guianensis (figura 3) é uma planta de vida longa, perenifélia, que se adapta
melhor em ambientes sombreados (cridfita), seletiva higroéfita, € encontrada em solos
arenosos ou argilosos, desde terras baixas até 1000 m de altitude, com precipitacdo
média anual variando de 2500 a 6500 mm e temperatura média anual de 22 a 35 °C.
Ocorre predominantemente em matas primarias e secundarias de terra-firme,
podendo ser encontrada em menor frequéncia em matas de galerias e matas de
varzeas. (Silva 2006; LORENZI, 2014).



Figura 2:
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Distribuicdo geogréfica da espécie Minquartia guianensis Aubl., no Brasil.

Acre

Fonte: FLORA DO BRASIL-2020, 2017.

Fonte: da autoria propria.
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2.2.1. Descricdo botanica da espécie M. guianensis

M. guianensis é uma espécie de grande a médio porte (10-25 m) dotada de copa
ovalada pequena. (LORENZI, 2014). Seu tronco é geralmente reto, acanalado e
fenestrado (quando adulto), de 40-120 cm de diametro, libera um latex branco
quando cortado, com casaca fina, base reforcada sem sapopemas (SILVA, 2006),
mas, também pode ser encontradas arvores de M. guianensis com sapopemas e
gue podem apresentar troncos néo fenestrados perenes (Camargo e Ferraz, 2004).

Os galhos mais grossos sao glabros e angulosos e os galhos finos sao de cor
acinzentada ou ferruginea, com certa pilosidade (pelos ramificados) e corte
transversal circular. A casca é de coloragdo marrom-acinzentada, com fissuras
verticais retas, pequenas placas oblongas e pode apresentar latex. (CAMARGO &
FERRAZ, 2004, SILVA, 2006).

As folhas séo alternas e simples com margem inteira (figura 4 A), de forma
oblonga a eliptica, algumas vezes lanceolada. O apice € abrupto, curto e acuminado,
a base é obtusa a arredondada-truncada e o comprimento das folhas variam de 10-
16 cm e a largura de 4-6 cm. As nervuras laterais ocorrem de 10-14 pares,
linearmente ascendentes e sub-paralelas entre si, perfazendo curvas antes de
chegar a margem. As nervuras sdo sub-impressas na face adaxial e proeminentes
na face abaxial (CAMARGO & FERRAZ, 2004; SILVA, 2006). O peciolo é acanalado
e mede de 2-3 cm. A inflorescéncia é simples em forma de espigas solitarias, com 2
a 9 cm de comprimento (Figura 4 B), nas axilas foliares das partes terminais dos
galhos mais finos, florescendo principalmente entre os meses de junho-julho, o
pedunculo é curto e a raque espessa e possui pubescéncia ferruginea (CAMARGO
& FERRAZ, 2004; LORENZI, 2014).

As flores sdo hermafroditas de cor creme e perfumadas, o calice tem formato
de copo medindo 1,5 - 2 mm diametro e normalmente possuem de 5 - 6 pétalas,
geralmente grupos de 2 a 5 flores sdo distribuidas irregularmente na raque. A
polinizacdo é feita por besouros, abelhas, e, algumas vezes, por passaros
(CAMARGO & FERRAZ, 2004; SILVA, 2006).

Minquartia guianensis apresenta frutificacdo supra-anual com baixa
produtividade e pode levar até uma década para uma alta producao de frutos.

O fruto € do tipo drupa monospérmica e apresenta coloracdo de acordo com
estagio de maturacao: inicialmente verde-escuro em seguida amarelo e por ultimo

roxo-escuro (quase preto), o formato é eliptico ou ovalado, com base e 4pice
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arredondados e amadurece principalmente entre julho e agosto, o exocarpo é fino e
membranoso, com superficie lisa, glabra, brilhosa, o fruto quando imaturo tem latex
abundante e gosto adstringente; ao amadurecer, 0 mesocarpo carnoso amolece e
adquire coloracdo amarelada e gosto adocicado (CAMARGO et al. 2008; LORENZI,
2014).

Figura 4: Aspectos morfologicos de M. guianensis: (A) Detalhe das folhas exibindo o
padrdo de venacao e margem integra e (B) Ramo com botdes florais.

| GO 7 TN, i &
/

Fonte: da autoria propria.

O propagulo é em forma de pirénio, sua superficie € marrom clara verrugosa
e glabra, consisténcia lenhosa e peso médio de 1,5 g; formato eliptico, com base
arredondada e &pice acuminado, a dispersdo dos propagulos € feita por zoocoria,
tanto na copa, feita por aves de grande e médio porte, quanto no chdo, apés a
gueda natural dos frutos por animais como cutias, veados e ratos que se alimentam
dos frutos e os disseminam (CAMARGO & FERRAZ, 2004; SILVA, 2006).

M. guianensis € uma das espécies florestais de grande valor econdmico da
regido Amazonica por conta da durabilidade e densidade de sua madeira, muito
resistente a degradacdo do ambiente devido a presenca de substancias
antifangicas, repelentes ou téxicas que evitam o apodrecimento e ataques de cupins,
e por isso, € muito explorada na regido para construcdo civil, na producdo de
estacas, mourdes, trapiches e postes de iluminagcdo na regido Amazonica. Além

disso, esta espécie também possui atributos ornamentais, podendo ser empregada
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na arborizacdo urbana, devido ao formato do tronco e copa (CAMARGO & FERRAZ,
2004; LORENZI, 2014).

2.2.2. Potenciais biol6gicos de M. guianensis

No Equador, algumas populacdes indigenas utilizam o cha da casca de M.
guianensis no tratamento de infecc¢des intestinais, causadas por parasitas, e contra
reumatismo, artrite e outras dores musculares e irritacdes cutaneas (RIBEIRO et al.,
1999). As cascas de M. guianensis também sado utilizadas na producdo de um
remeédio natural, conhecido como Huacapu, que possui atividade antitumoral, anti-
helmintico, anti-inflamatério, antiparasitaria, antisséptica, antimalarica, analgésica e
purgativa (TAYLOR, 2006).

Na literatura foram relatados diversos estudos fitoquimicos e biologicos desta
espécie. Marles e colaboradores (1989) isolaram uma substancia citotoxica um
poliacetileno, também conhecido como acido minquartindico, que apresentou
atividade citotéxica em ensaio in vitro contra células cancerosas (Leucemia
linfocitica P-388). Acidos graxos e ésteres foram identificados nesta espécie, como o
acido 17-hidroxiestearico, o acido (R)-O-metilmandélico, o éster (-)-(R)-O-
metilmandélico quatro &cidos acetilénicos e o0 acido trans-14-octadecendico
(MORRIS et al., 1963; RASMUSSEN et al., 2000).

Cursino e colaboradores (2009) isolaram do extrato diclometanico das folhas
de M. guianensis os triterpenos lupeol, esqualeno, lupen-3-ona e taraxerol, e do
extrato diclometanico dos galhos o triterpeno 3-B-metoxi-lup-20-(29)-eno. E em outro
estudo, isolaram o acido minquartindico, indicando este como sendo o responsavel
pelo potencial antifiingico contra o patdégeno Cryptococcus gattii (CURSINO et al.,
2011). O acido minquartinéico foi testado contra algumas doencas tropicais e
mostrou ser eficiente contra a malaria e a leishmaniose (RASMUSSEN et al., 2000),
e o HIV (MARLES et al., 1989).

Varios estudos com a espécie M. guianensis ja evidenciaram atividades
bioativas a partir de extratos da espécie: Quignard e colaboradores (2003)
realizaram estudos com o0s extratos metandlicos das cascas, que mostraram
atividade citotoxica frente a Artemia franciscana; Ruiz e colaborores (2011), a partir
de estudos com extratos hidroalcodlicos das cascas observaram atividade contra

Plasmodium falciparum; Cursino e colaboradores (2008), a partir de estudos com
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extratos metandlicos e diclometanicos dos galhos, observaram atividade frente a
fungos filamentosos dermatofiticos.

Cursino e colaboradores (2011) também avaliaram a atividade antibacteriana
de extratos desta espécie frente as bactérias gram-negativas Shigella flexneri
(M90T), Salmonella choleraesuis (6958), Escherichia coli (E2348/69), e gram-
positivas Staphylococcus aureus (33591) resistente a Staphylococcus aureus 25923
sensivel a meticilina, Bacillus cereus 9634, Bacillus liguefaciens onde os extratos
diclometanicos das folhas foram o0s que apresentaram inibicdo frente aos
microrganismos. Ja& Camargo (2011), observou que extratos hexanicos de folhas e
galhos de M. guianensis se mostraram ativos contra bactérias gram-positivas e
Streptococcus aureus, enquanto que os extratos metandlicos dos galhos foram
ativos contra o fungo Candida albicans.

Cursino e colaboradores (2012) avaliaram em ensaio in vitro o potencial
bioldgico de fracdes e substancias isoladas de extratos de folhas e galhos de M.
guianensis contra Plasmodium falciparum resistente a cloroquina. Neste estudo, o
extrato diclorometanico das folhas e trés triterpenos isolados apresentaram atividade
parcial ou moderada. Dentre as substancias testadas, o triterpeno taraxerol
apresentou atividade significativa (64%) na maior concentragdo (50 pg/mL),
demostrando o potencial desta espécie para o0 desenvolvimento de um novo

antimaléarico.

2.3. Culturade tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais pode ser definida como um conjunto de técnicas
desenvolvidas para promover o crescimento de células, tecidos e 6rgdos vegetais
em ambiente estéril e controlado (ULISSES et al., 2010).

A micropropagag¢do ou propagacao clonal é a area mais importante da cultura
de tecidos e aquela de maior impacto (TORRES et al.,, 1998), pois viabiliza a
producdo em larga escala de plantulas ou biomassa vegetal em curto espaco de
tempo em area reduzida de laborat6rio, como também pode auxiliar em programas
de melhoramento genético de plantas (MORAIS et al., 2012). O processo consiste
em inocular fragmentos isolados de tecido vivo, nucleado e n&o lignificado,

denominados explantes desinfestados e cultivados assepticamente, por longos
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periodos de tempo em um meio de cultura apropriado (AMARAL & SILVA, 2003;
ULISSES et al., 2010).

Esta técnica tem como objetivo realizar a clonagem vegetal para obter uma
nova planta idéntica a original, que € definida como uma propagacao assexuada. E
surgiu como uma ferramenta para a producdo em larga escala de biomassa vegetal,
para diversos fins, tanto para a agricultura, quanto para a extragcao de substancias
bioativas de interesse em escala industrial (ULISSES et al., 2010; CID & TEIXEIRA,
2014), entre as quais, se podem citar a vincristina, a vinblastina, a colchicina, o taxol,
o forscolina, a artemisinina, as saponinas, entre outras, que sao fitoquimicos de
interesse em medicina e biologia e tem sido possivel produzir em curtos périodos de
tempo e movimenta milharesde délares em todo o mundo (BHATIA et., al, 2015).

Sendo assim, essa tecnologia deve ser aprimorada constantemente para que
seja capaz de suprir a demanda, além de possibilitar formas alternativas para a
exploracdo sustentavel de algumas espécies, principalmente aquelas alocadas em
ecossistemas ameacados (MORAIS et al., 2012; MURTHY et al., 2015).

2.3.1. Estabelecimento vegetal in vitro

O estabelecimento in vitro € a primeira fase da micropropagacao, onde 0s
explantes sdo inoculados em parcelas assépticas sobre um meio de cultura
especifico para a sobrevivéncia dos mesmos. Explante € qualquer parte da planta a
ser usado para o cultivo in vitro que possua a capacidade se desdiferenciar e se
regenerar em tecidos, 6rgaos ou podendo até mesmo resultar em um novo individuo
com a mesma carga genética da planta matriz (CID & TEIXEIRA, 2014). O estado
fisiolégico, a origem e o tipo de explantes (folha, raiz, embrido etc.) da planta matriz
sao fatores fundamentais para o processo de regeneracdo dos explantes e para o
sucesso da cultura in vitro (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

O processo de desinfestacdo é uma etapa imprescindivel para o
estabelecimento das culturas in vitro, onde consiste em remover contaminantes
(microrganismos) existentes na superficie do explante oriundo de material de campo
ou casa de vegetacao (CID & TEIXEIRA, 2014). Para este processo, podem ser
empregadas imersfes em substancias desinfestantes como etanol, substancias a
base de cloro, tais como hipoclorito de sédio e de calcio, cloreto de mercurio, acido

cloridrico, peréxido de hidrogénio, alguns acidos e bases concentrados, entre outros



30

(SILVA, 2012). A concentragao das solucdes desinfestantes e o tempo de imersao
no tratamento de desinfestacdo dependem principalmente do tipo de explante a ser
desinfestado, pois a exposicdo prologada deste aos agentes quimicos
desinfestantes pode danificar ou causar a morte do mesmo.

Para que ocorra o desenvolvimento e o estabelecimento de culturas
asseépticas in vitro, é necessario fornecer aos explantes as condi¢cdes nutricionais
adequadas e a devida sinalizagcdo hormonal, para isto, as formulagcbes do meio de
cultura combinados com reguladores de crescimento e o ajuste do pH séo
essenciais (MORAIS et al., 2014). A formulagcdo do meio nutritivo baseia-se nas
exigéncias dos vegetais quanto aos nutrientes minerais, vitaminas e fonte de
carbono e estéo sujeitos a modificacdes para atender as necessidades especificas
do cultivo in vitro, o qual pode variar para cada espécie vegetal em diferentes fases
do processo (estabelecimento, enraizamento, multiplicacdo) (CALDAS et al., 1998;
CID & TEIXEIRA, 2014).

O meio de cultura MS desenvolvido por Murashige e Skoog em 1962, é
normalmente o mais utilizado em cultura de tecidos e & constituido de sais minerais
(micro e macronutrientes), vitaminas, nitrogénio reduzido, ferro, mio inositol entre
outras substancias organicas, uma fonte carbono podendo ser suplementado com
reguladores de crescimento e adicionado ou ndo com agar para meios sélidos ou
semissolidos. Porém, existem varios tipos de meios de cultura que como exemplo o
meio WPM (Wood Plant Medium) desenvolvido por Lloyd e MaCown (1981) cuja
composicdo de nutrientes € mais diluida e foi formulado para a propagacdo de
espécies lenhosas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; CID & TEIXEIRA, 2014).

Segundo Freitas (2009) o crescimento e desenvolvimento de uma planta
dependem de sinalizacdo interna e externa que séo transportadas de um polo para
outro no corpo da planta através dos hormdénios vegetais. Os horménios vegetais
sao substancias organicas ativas produzidas pelas plantas em baixas concentracdes
e tem como finalidade induzir respostas fisioldgicas, tais como indugdo de raizes,
inducéo de brotos, alongamento de entrends, entre outros (CID & TEIXEIRA, 2014).
Os horménios vegetais de ocorréncia natural, ou seja, aqueles produzidos pelas
plantas (auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e acido jasmonico) sao
denominados fitorreguladores e seus analogos sintéticos (Picloram, TDZ,
Benzilaminopurina entre outros) sado chamados reguladores de crescimento
(HARTMANN et al., 2002).
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A utilizacdo de reguladores de crescimento sintéticos no meio de cultura tem
como proposito suprir possiveis deficiéncias endégenas de hormdnios nos
explantes. As auxinas e citocininas sdo o0s reguladores de crescimento mais
utilizados em cultura de tecidos, pois promovem o crescimento e a diferenciacao
celular dos vegetais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Sendo assim, o tipo de regulador, sua concentragcdo e sua combinagcdo com
outros reguladores, podem induzir o desenvolvimento do explante formando novos
orgaos, podem induzir a formacdo de massas de células indiferenciadas, chamados
de calos, ou podem induzir a formacdo de embrides somaticos, processo

denominado de embriogénese somética (TORRES, 1998).

2.3.2. Calogénese

O processo de calogénese consiste na formagéo de calos em tecidos vegetais
cultivados in vitro. Calo € uma massa de células indiferenciadas que se proliferam de
forma desordenada e apresentam certo grau de diferenciacdo. Os calos se
desenvolvem a partir de um pequeno pedacgo de 6rgdo de determinada planta e tém
a capacidade de se diferenciar em tecidos, 6rgdos e até embrides, podendo
regenerar plantas inteiras. Esta capacidade ¢é explicada pelo conceito da
totipoténcia, onde, teoricamente, qualquer célula vegetal nucleada possui a
capacidade de formar uma nova planta (TORRES & CALDAS, 1990; PIERIK, 1990;
TERMIGNONI, 2005; ZIMMERMANN, 2014).

Para a inducédo de calos, qualquer tecido vegetal pode ser utilizado como
explante. Entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior proporcao
de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade de expressar a
totipoténcia (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Segundo Rodrigues e Almeida (2010), a cultura de calos é desejavel para
induzir variacdo somaclonal e estudos fisiolégicos, principalmente quando se deseja
relacionar a presenca de metabdlitos secundarios com o crescimento celular.
Estudos comparativos de metabdlitos secundarios produzidos em plantas obtidas da
natureza com plantulas e/ou calos cultivados in vitro tem sido realizados:

e Costa e colaboradores 2012, em estudos de atividade antioxidante
realizados com Thymus lotochephalus, revelaram que extratos

hidroalcoolicos de calos da espécie apresentaram maior concentragdo
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de substancias antioxidantes, com destaque para o acido rosmarinico,
do que em plantas coletadas no campo;

e Kokotkiewicz e colaboradores 2012 extrairam os flavonoides calicosin-
7-O-B-glucosideo, rotindina e ononina a partir de calos de Cyclopia
subternata Vogel, que possuem atividade antioxidante, antimutagénica,
anticancerigena, fitoestrogénica, antidiabética e redutor de colesterol;

e Rodrigues e Almeida 2010 constataram por meio de triagem
fitoquimica, a presenca de heterosideos cardiotbnicos em cultura de
calos provenientes de segmentos foliares de Cissus sicyoides L, que
exercem fungéo cardioprotetora.

Para a inducao do processo de caldgenese, normalmente a concentragao e o
balanco de auxinas e citocininas sdo fatores determinantes na diferenciacédo celular
e no padrao de desenvolvimento in vitro (GUEYE et al., 2009), onde, explantes
oriundos de tecidos jovens, nao lignificados, sdo mais apropriados para a cultura de
calo (PIERIK, 1990; TERMIGNONI, 2005).

O cultivo de calos pode ser multiplicado por sucessivas subculturas, podendo
permanecer in vitro por longos periodos de tempo, e sdo de grande importancia para
estudos morfogenéticos in vitro e para a obtencdo de metabdlitos secundarios,
atravées da suspensdo de células, incluindo farmacos, representando uma
biotecnologia de grande interesse cientifico e comercial (RODRIGUES & ALMEIDA,
2010).

Na busca de principios ativos oriundos de plantas, h4 um interesse no
aprofundamento do conhecimento de espécies vegetais pouco estudadas ou sem
estudos prévios, principalmente sobre sua constituicdo quimica, visando contribuir
com novas alternativas para a producdo desses metabdlitos secundarios de
interesse, sem gue haja a necessidade de extrativismo excessivo (MURTHY et al.,
2015).

Neste sentido, a calogénese é um método eficaz para desenvolver
propagacdo massiva de plantas de interesse por meio de organogénese ou
embriogénese somética sendo também util no cultivo de células para manipulacdes
genéticas como: hibridacdo somatica, poliploidizacdo, modificagcbes nos genes de
plantas, além disso, também pode ser utilizada para o cultivo em suspenséao celular
para o estudo da célula e a sintese de substancias produzidas pelo metabolismo

primario e secundario de vegetais (MORAIS et al., 2012).
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Sendo assim, estudos fitoquimicos nos extratos dos calos sdo necessarios
para determinar as classes quimicas presentes que poderdo ser empregados na
producdo de novos fitoterapicos (SILVA, et al.,, 2010). Desta forma, torna-se
necessario integrar tecnologias que permitam a producédo em larga escala e o uso
sustentavel de espécies de plantas de interesse (NDHLALA et al., 2013).

Tendo em vista a importancia do potencial metabdlico da espécie vegetal
Minquartia guianensis diante do exposto, e que até o presente momento nao foram
encontrados na literatura especializada, estudos relacionado a cultura de tecidos,
seja referido a espécie ou a familia, que possibilite a produgcédo em larga escala de
metabdlitos de interesse provenientes de M. guianensis, este estudo propds realizar
o estudo in vitro da espécie, a fim de produzir calos (massa celular indiferenciada)
para obter os extratos, isolar as substancias presentes e comparar com 0S

constituintes quimicos encontrados na planta in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Cultivar calos de Minquartia guianensis in vitro para obter extratos, isolar e

identificar as substancias presentes nos mesmos.

3.2. Objetivos Especificos

» Estabelecer um protocolo para desinfestacdo de explantes de Minquartia
guianensis;

= Germinar sementes de M. guianensis in vitro para obter plantulas axénicas
para serem utilizadas como explantes na obtencao de calos;

» Estabelecer uma condicdo de cultivo para indugdo de calos in vitro de M.
guianensis;

= Obter massa de calos para obtencdo dos extratos e fracionamento
cromatografico; Estabelecer um protocolo de extracdo dos metabdlitos
secundarios dos calos de M. guianensis;

» Realizar a analise fitoquimica e fracionamento cromatogréaficos dos extratos

dos calos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal
Para o experimento de multiplicagdo dos calos foram utilizados calos

previamente estabelecidos in vitro, provenientes de estudos anteriores, onde foram
induzidos a partir de segmentos foliares de um espécime adulto de Minquartia
guianensis, coletado na Reserva Adolfo Ducke, Manaus/AM, em junho de 2014,
onde uma exsicata foi depositada no herbério do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia / INPA, sob numero 261555.

Para o estabelecimento das culturas in vitro foram utilizados explantes
oriundos de segmentos de folhas jovens e sementes de Minquartia guianensis,
coletados de um espécime situado no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.
Foi realizado depdsito de exsicata do material vegetal coletado no herbéario da
instituicdo sob 0 nimero 269654.

Portanto, o presente trabalho seguiu duas frentes, sendo a primeira com a
multiplicacdo e fitoquimica de calos obtidos de estudos prévios; e a segunda,
seguindo as etapas de formacéo de novos calos a partir de uma nova coleta.

O estudo foi realizado no Laboratério de Bioprospeccao e Biotecnologia -

LABB, Coordenacao de Tecnologia e Inovacgéo, do INPA.

4.2. Multiplicagéo de calos
Os calos obtidos da fase de inducao in vitro realizados anteriormente em um

estudo preliminar com a espécie Minquartia guianensis foram repicados (oito
repiques no total) a fim de se obter uma maior quantidade de biomassa para o
estudo fitoquimico. Foram inoculados em frascos de vidro com tampas de plastico
(figura 5) contendo 20 mL de meio de cultura MS adicionados de 4 mg.L™ de &cido
2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) e 2 mg.L™ de cinetina (CIN) adicionado com 30 g.L™
de sacarose, 7 g.L" de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 1 antes da
autoclavagem. As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de
28 + 2 °C, sob luz branca e 16 horas de fotoperiodo durante 120 dias com
manutencgao (troca de meio de cultura) a cada 30 dias. Apos 120 dias do inicio dos
experimentos, a massa seca dos calos foi coletada para o processo de extracao e

analise do perfil fitoquimico de seus metabdlitos secundarios. A analise dos dados
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foi realizada por analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%.

Figura 5: Frascos de vidro com tampas de plastico utilizados para a multiplicacdo de
calos de M. guianensis, contendo 20 mL de meio de cultura MS 100% adicionado de
4 mg.L-1 de acido 2,4-D e 2 mg.L-1 CIN.

Foto: da autoria propria.

4.3. Protocolo de obtencéo dos extratos

Uma vez que este é o primeiro trabalho realizado pelo grupo de pesquisas
com calos de Minquartia guianensis, foi necessério definir um protocolo para a
extracdo mais eficiente dos metabolitos secundarios presentes nos extratos brutos
dos calos. Assim, duas metodologias foram avaliadas:
12) Extragdo a fresco: onde 15 g de massa fresca de calos foram submetidos
diretamente ao processo de extracdo para a obtencdo dos extratos brutos, e
2%) Extragdo a seco: 15 g de massa fresca foram liofilizados e pesados novamente
para estimar a massa seca (figura 6), e posteriormente extraidos com solventes para

extracao dos metabalitos.
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Figura 6: Fluxograma do protocolo de extracdo dos metabdlitos secundarios

presentes nos calos de Minquartia guianensis.

30 g de calos de M. guianensis

15 g calos 15 g calos
frescos liofilizados
Extracdo Massa seca

3x 1,4106 g
Extracdo

3x
DCM MeOH H,O
DCM MeOH H,0

Ambos os materiais (calos frescos e liofilizados) foram macerados com o
auxilio de almofariz e pistilo e extraidos com solventes organicos em ordem
crescente de polaridade como diclorometano (DCM), metanol (MeOH) e agua (H20).
Tanto o material fresco quanto seco foi extraido primeiro com DCM, usando
ultrassom por 20 min, filtrado e este procedimento repetido mais duas vezes. Os
materiais vegetais (tortas) foram colocados para secar em bandeja ao ar livre (na
bancada do laboratorio com ar condicionado) e no dia seguinte extraidos com
MeOH, utilizando ultrassom por 20 min, filtrados e novamente extraidos com MeOH
e ultrassom mais duas vezes. As tortas foram novamente secas em temperatura
ambiente e no da seguinte extraidas com agua destilada, usando o mesmo

procedimento (figura 7). Os extratos diclorometanicos e metandlicos foram
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concentrados em rotaevaporador (modelo FISATOM) e os aquosos foram secos em

liofilizador.

Figura 7: Fluxograma da preparacdo dos extratos de calos de Minquartia
guianensis.
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4.4. Anadlises Cromatograficas e Fracionamentos

Inicialmente os extratos brutos dos calos foram analisados por cromatografia
em camada delgada comparativa (CCDC), para verificar as classes quimicas
presentes e também para comparar 0s extratos obtidos dos calos frescos e
liofilizados. Com o uso de tubos capilares de vidro, aliquotas dos extratos brutos
foram aplicadas em placas cromatograficas de silica gel 60, com indicador de
fluorescéncia UVas4 com 0,20 mm de espessura (MACHEREY — NAGEL - MN).

A eluicdo das cromatoplacas foi realizada com diferentes combinacdes e
propor¢cdes de solventes organicos (com grau de pureza comercial) para obter o
sistema mais eficiente de separacdo das classes quimicas presentes nos extratos.
Apés a selecdo do sistema mais eficiente de separacao, as placas foram analisadas
sob a luz ultravioleta (revelador fisico) nos comprimentos de onda 254 e 365 nm e
com reveladores quimicos: sulfato cérico (Ce(S0O,)2), vapores de iodo e anisaldeido
sulfurico (tabela 1). Os extratos brutos também foram analisados por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de *H (equipamento de 300 MHz - Bruker, modelo Fourier
- 300).
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Tabela 1: Reveladores quimicos e fisicos utilizados nas placas cromatogréficas para
revelar a presenca de diversas classes quimicas nos extratos de calos de M.

guianensis.

Reveladores Classes Quimicas

. ' ] . Terpenos, agucares, esteroides.
Solucéo de Anisaldeido sulfarico _ .
Considerado revelador universal.

Solucao de Cloreto de aluminio Flavonoides.

Solucéo de Cloreto ferro Il Substancias fendlicas.

. Alcaloides e outras substancias
Solucéo de Dragendoff .
nitrogenadas.

Solucao de DPPH Substancias antioxidantes.
Solucéo de Sulfato cérico IV Terpenoides.

Alcaloides, derivados antroquinénicos,

UV 254 nm _
cumarinas.
Substéncias arométicas, cumarinas,

UV 365 nm ] . ]

antroguinonas, carotenoides, clorofila.

Vapor de lodo LigacOes duplas.

Apos a determinacéao preliminar do perfil quimico dos extratos dos calos de M.
guianensis, o extrato DCM dos calos liofilizados (secos) foi selecionado para o
fracionamento em cromatografia em coluna aberta (CC), com o intuito de isolar as
substancias presentes no mesmo.

O extrato diclorometanico dos calos secos foi fracionado em CC com torneira,
medindo 31,5 cm x 1,5 cm, utilizando como fase estacionaria silica gel e eluicdo com
gradiente de hexano (Hex) / acetato de etila (AcOEt) (propor¢des 95:5; 9:1; 8:2; 7:3,;
6:4; 1:1), AcOEt 100%, AcOEt / metanol (MeOH) (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1) e MeOH
100%. O volume de cada sistema consistiu de 200 mL e a massa da amostra
utilizada foi de 165 mg para 16,5 g de silica.

O fracionamento do extrato DCM dos calos secos resultou em 74 fragdes.
Apos analise por CCDC, as fragbes com aspectos quimicos semelhantes foram
reunidas. A fracdo nomeada 10-13 foi escolhida para seguir o fracionamento, por

mostrar-se interessante quimicamente quando revelada com Ce(SQO,),, sugerindo a
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presenca de terpenos, o que € compativel com a literatura consultada (CURSINO et
al., 2011). A amostra 10-13 (19,2 mg) foi fracionada em coluna aberta (sem torneira)
de 5 mL (12 cm de altura e 0,5 cm de diametro) de silica gel (100-200 mesh —
ASTM, Merck), usando gradientes utilizando Hexano/DCM, AcOEt e Acetona,

conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2: Sistema de eluigcéo e fracdes coletadas do fracionamento da fracdo 10-13

do extrato DCM dos calos liofilizados.

Eluente Fracdes coletadas
Hexano/DCM 8:2 0-1
Hexano/ DCM 7:3 2-3
Hexano/DCM 1:1 4-5

DCM 100% 6-13
Hexano/AcOEt 9:1 14
Hexano/AcOEt 8:2 15

AcOEt 100% 16
Acetona 100% 17

Assim, a fracdo 6 foi analisada por RMN de 'H e de *3C (mono e
bidimensionais), e também por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-MS). As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizadas
em equipamento de 300 MHz (modelo BRAUKER).

4.5. Estabelecimento de explantes in vitro e inducéo de calos

Devido ao baixo numero amostral do experimento realizado em estudos
preliminares in vitro com a espécie Minquartia guianensis e ao nao estabelecimento
de um protocolo de desinfestacéo eficiente dos explantes, houve a necessidade de
realizar uma nova coleta para desenvolver um protocolo detalhado e eficiente de
desinfestacdo de explantes da espécie para utiliza-los na reproducéo da inducéo e

multiplicacéo de novos calos de M. guianensis.
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4.6. Pré-desinfestacédo
Folhas e sementes de M. guianensis foram selecionadas e passaram
previamente por processo de lavagem em &gua corrente, utilizando detergente
neutro e esponja, e imersdo em etanol, antibiético e fungicida de contato (tabela 3)
para retirar 0s possiveis microrganismos superficiais do material vegetal, para a

posterior etapa de desinfestacdo em camara de fluxo laminar.

Tabela 3: Tempos de imerséo dos tratamentos de pré-desinfestacdo de explantes

(Folhas e Sementes) de M. guianensis.

Material Vegetal Tratamento Etanol 70% + Tween20 Imersdo em fungicida

Folhas jovens MGF 01 6 min. 17 h
Folhas jovens MGF 02 6 min. 17 h
Folhas jovens MGF 03 7 min. 18 h
Folhas jovens MGF 04 7 min. 18 h
Folhas jovens MGF 05 5 min. 23 h
Folhas jovens MGF 06 6 min. 23 h
Folhas jovens MGF 07 7 min. 24 h
Folhas jovens MGF 08 7 min. 24 h
Folhas jovens MGF 09 3 min. 24 h
Sementes MGS T1 1 min. 2h

Solucdo fungicida com 2 g.L ™" de Mancozeb® + Estreptomicina 100 mg.L™; MGF (M. guianensis-
folhas); MGS (M. guianensis-sementes).

4.7. Desinfestagéo

Os explantes foliares foram submetidos a diferentes tratamentos de
desinfestacdo em camara de fluxo laminar com agentes quimicos, como: solucao
fungicida contendo Mancozeb®, antibiético Estreptomicina e detergente Tween® 20,
etanol 70%, hipoclorito de calcio, hipoclorito de sodio, em diferentes concentracdes e
combinacgdes, com trés lavagens em agua destilada e esterilizada entre cada agente
desinfestante (tabela 4) e imersos em solucdo de &cido ascérbico 100 mL™. Em

seguida, os explantes foram inoculados em meio MS 100% semissélido e mantidos
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em sala de crescimento a temperatura de 26 + 2 °C, sob luz branca e 16 horas de
fotoperiodo durante 30 dias. A analise dos dados foi realizada por analise de

variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Tabela 4: Tratamentos de desinfestacéo de explantes de M. guianensis com
diferentes combinacdes e tempos de imersdo em agentes quimicos desinfetantes,

em camara de fluxo laminar.

Tempo de imersado (minutos)

Material

Vegetal Tratamento Etanol 70% CaClO (%) NaClO 2%
Folhas jovens MGF 01 1 min. 5 min. (3%) 3 min.
Folhas jovens MGF 02 1 min. 1 min. (3%) 1 min.
Folhas jovens MGF 03 5 min. 10 min. (4%) 5 min.
Folhas jovens MGF 04 3 min. 30 min. (5%) 5 min.
Folhas jovens MGF 05 3 min. 5 min. (4%) 5 min.
Folhas jovens MGF 06 3 min. 10 min. (6%) 5 min.
Folhas jovens MGF 07 3 min. 20 min. (4%) 25 min.
Folhas jovens MGF 08 3 min. 5 min. (4%) 3 min.
Folhas jovens MGF 09 3 min. 3 min. (4%) 3 min.

MGF (M. guianensis-folhas); CaCIlO (%) (percentagem de hipoclorito de calcio); NaClO (hipoclorito de
sédio).

4.8. Germinagéo

As sementes foram submetidas aos processos de pré-desinfestacdo e
desinfestacdo, realizados respectivamente da seguinte forma: foram retirados os
tegumentos de 20 sementes e depois lavados com agua destilada e esterilizada, em
seguida foram imersos em solucdo de etanol 70% + Tween®20 (3 gotas), sob
agitacdo manual por 1 minuto, e lavados novamente com agua destilada e
esterilizada por trés vezes. Em seguida, foram imersas em solucdo fungicida
Mancozeb® (2 g.L™) + Estreptomicina (100 mg.L™) por 2 horas. Dentro da camara
de fluxo laminar, as sementes foram imersas por 1 minuto em etanol 70%, 5 minutos
em hipoclorito de sédio 2% (com trés lavagens com agua destilada e esterilizada

entre os agentes quimicos) e por fim foram imersas em solugéo de &cido ascoérbico
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(100 mg.L") e entdo inoculadas em meio de cultura MS 100% semi-sélido,
adicionado de &cido giberélico (GA3) na concentracdo 5 mg.L™*. O pH do meio foi
ajustado para 5,7+ 1 antes da autoclavagem. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento a temperatura de 26 + 2 °C, sob luz branca e 16 horas de fotopreiodo
por 120 dias, com avaliacdo a cada 30 dias. As sementes assépticas germinadas e
nao germinadas foram transferidas para um novo meio de cultura MS100%
acrescido de uma concentragédo de 10 mg.L™ de acido giberélico (GA3) e mantidas
em cultivo por mais 120 dias. Ao final dos 120 dias do cultivo, as sementes que nao
iniciaram o processo de germinacdo foram consideradas inviaveis e foram

descartadas.

4.9. Inducéo de calo

Os explantes foliares vivos e assépticos de M. guianensis (figura 7), obtidos
no processo de desinfestacéo, foram transferidos para outro meio de cultura, dando
inicio ao processo de inducdo de calos. Os meios de cultura utilizados para a
inducéo dos calos foram o MS (100%), MS (50%) e WPM, adicionados com 4 mg.L™
de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 2 mg.L™" de cinetina (CIN).

As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de 26 + 2
°C, sob luz branca e 16 horas de fotoperiodo. O delineamento experimental foi
casualizado, com 24 repeti¢cdes, onde cada repeticdo constou de um tubo de ensaio
contendo um segmento de folha (figura 8). A andlise dos dados foi realizada por
analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Figura 8: Explantes foliares assépticos de M. guianensis, transferidos para meios de
cultura: MS (100%); MS (50%) e WPM adicionados de 4 mg. L-1 de 2,4-D e 2 mg. L-

1 de CIN para inducéo de calo.

Foto: da autoria propria.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Multiplicacao de calos

O meio de cultura MS 100%, adicionado de 4 mg.L™" de 2,4-D e 2 mg.L™ de CIN,
promoveu a multiplicacdo de calos em M. guianensis no decorrer de quatro semanas
(T1 a T4). Como podemos observar no grafico abaixo (figura 9), observou-se um
incremento de massa, em gramas, durante o periodo de 30 dias de cultivo dos calos.
Pode-se observar a formacdo de uma curva de crescimento exponencial com o
passar das semanas, porém nao se observa uma fase lag, caracteristica de
multiplicacdo de calos. A auséncia da fase lag ja foi relatada anteriormente em
culturas embriogénicas e de agregados celulares de Ocotea catharinensis
(OLMEDO, 2005; GARCIA, 2005), onde as culturas apresentaram um modelo

tipicamente exponencial de crescimento durante todo o periodo de avaliagcao.

Figura 9: Média da massa de crescimento dos calos de M. guianensis em

gramas, pelo tempo em semanas.
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N&o foi possivel inferir a fase estacionaria, pois os calos apos o periodo de 30
dias comecam a apresentar oxidacdo, caracteristico de morte do tecido, sendo
necessario o repique dos mesmos. Outros autores também relatam a necessidade

de repique para conservar a integridade dos calos, como em culturas embriogénicas
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de Ocotea catharinensis que foram subcultivadas durante a sua fase de crescimento
exponencial, entre a terceira e quarta semanas de cultivo, mostrando melhor
crescimento (RESCAROLLI, 2011); culturas de Picea glauca-engelmannii e Picea
mariana também demonstraram a necessidade de serem subcultivadas, durante a
fase de crescimento exponencial, o que possibilitou condi¢cdes de cultura mais
estaveis (LULSDORF et al., 1992).

Como visto neste estudo, a combinacdo da auxina 2,4-D e a citocinina CIN,
na concentracdo utilizada, foi eficiente na multiplicacdo dos calos de M. guianensis
(figura 10).

Figura 10: Multiplicagao de calos in vitro de M. guianensis em meio MS 100%
adicionado de 4 mg.L-1 de 2,4D e 2 mg. L-1 de CIN.

_QQQ/ sl

Para que ocorra a formagéo de calos, € necessario um balango entre auxina e
citocinina, o mesmo pode ser dito com relacdo a multiplicacdo dos calos, visto que 0
meio utilizado na fase de multiplicacdo neste estudo é o mesmo utilizado na inducéo
dos calos feito no estudo anterior. O tipo e a concentracdo de reguladores de
crescimento no meio de cultura sédo fatores determinantes no crescimento e no
padrédo de desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultivo in vitro (HARTMANN
et al., 2002). Diversos autores recomendam o uso de 2,4-D em conjunto com uma
citocinina tanto para a inducdo quanto para a multiplicacdo de calos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO 1990; MACIEL et al., 2003 GEORGE, et al., 2008;
JARDIM et al., 2010; COSTA et al., 2015).
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Em cultura de tecidos, a combinacgdo de citocininas e auxinas sdo comumente
utilizadas para obtencdo de calogénese. As auxinas exercem papel-chave na
desinfestacdo celular, pois é o principal hormdnio vegetal que atua no processo de
divisdo diferenciada das células vegetais tanto in vivo como in vitro, sendo o 2,4-D
umas das auxinas mais utilizadas em processos de inducao de calos (CAMPOS et
al., 2009).

A producéo de calos pode ser induzida apenas pela adicdo de auxina, que
sdo capazes de iniciar a divisdo celular e controlar os processos de crescimento e
elongacdo celular (NOGUEIRA et al., 2007), mas, a adicdo de citocinina pode
aumentar a proliferagcdo celular e consequentemente aumentar a quantidade de
massa do calo (TISSERAT, 1985). O balanco de auxina e citocinina devem ser
ajustados até que se encontrem as concentracfes apropriadas para que a massa de

calo cresca.

5.2. Extracao dos calos
A massa fresca bruta total obtida do processo de multiplicacdo dos calos de
M. guianensis foi de 503,2072 g, que apdés o processo de liofilizacdo (secagem)
rendeu 58,0403 g de massa seca que foi submetida ao processo de extracdo com
diclorometano, metanol e agua.
As massas obtidas dos extratos dos calos de M. guianensis estdo descritas

na tabela 5.

Tabela 5: Biomassa obtida dos extratos brutos dos calos secos de M. guianensis.

Extrato bruto Massa bruta Massa seca Massa final
dos calos fresca (g) para extracao (9)
Q)
DCM 503,2072 58,0403 0,691.5
MeOH 42,5019 4,789

Aquoso 12,5167 2,6858
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O método de extracdo mais eficiente foi aquele em que os calos foram
previamente liofilizados (secos) antes de serem extraidos com solventes.

Os extratos frescos e liofilizados mostraram-se aparentemente idénticos
qguando analisados em CCDC (figuras 11, 12 e 13), onde os extratos brutos ndo
apresentaram diferengas visiveis entre si. Estes eluiram igualmente nas placas
cromatograficas e apresentaram o mesmo fator de retencdo (Rf) das manchas e
também a mesma coloracdo quando revelados com os reveladores quimicos
anisaldeido sulfurico, iodo e sulfato cérico e quando observadas em luz UV - 254 e
365 nm.

Figura 11: Fotografia das placas (CCDC) dos extratos brutos DCM dos calos de M.

guianensis - calos liofilizados e calos frescos. Eluente: Hexano/AcOEt 6:4.

(UV-ZS«mm UV-365nm Ce(S04)2 Anisaldeido \

secos frescos

\secos frescos secos frescos seco fresco secos frescos/

Figura 12: Fotografia das placas (CCDC) dos extratos brutos metandlicos dos calos

de M. guianensis - calos liofilizados e calos frescos. Eluente: ACOEt/MeOH 6:4.

UV-254nm UV-365nm Ce(S0,). Anisaldeido\

secos frescos secos frescosj

secos frescos secos frescos
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Figura 13: Fotografia das placas (CCDC) dos extratos brutos aquosos dos calos de

M. guianensis - calos liofilizados e calos frescos. Eluente: MeOH 100%.

/UV-z&tnm UVv-365nm Ce(S0.). Anisaldeido\

T

\secos frescos secos frescos secos frescos secos frescy

Porém, quando submetidos a diluicdo em solventes deuterados como

cloroférmio-d e DMSO-dg, 0s extratos brutos obtidos dos calos frescos formaram
precipitados, dificultando a sua diluicdo enquanto, os extratos liofilizados
dissolveram totalmente, viabilizando sua analise em técnicas espectroscopicas
(figuras 14 e 15).

Acredita-se que tal interferéncia pode estar ligada com o fato de a agua ser
um solvente muito polar e provavelmente por conta disso, interferiu no processo de

solubilizac&o dos extratos que n&o foram liofilizados antes do processo de extragao.
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Figura 14: Espectro de RMN de *H do extrato bruto (DCM) dos calos seco dos calos de
M. guianensis, em CDClI; (60 MHz).
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Figura 15: Espectro de RMN de *H do extrato bruto (DCM) dos calos frescos dos calos
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5.3.  Fracionamento cromatografico do extrato DCM dos calos secos

O extrato DCM dos calos secos foi analisado por CCDC e revelado para
determinar possiveis classes quimicas presentes. O sulfato cérico revelou a
presenca de substancias caracteristicas de terpenos no extrato DCM apresentando
coloracdo roxa na placa (figura 16). O sistema de eluicdo utilizado foi Hex/AcOEt
6:4.

Figura 16: Fotografia das placas (CCDC) do extrato bruto DCM dos calos secos de
M. guianensis - Eluente: Hexano/AcOEt 6:4.

UV-254nm UV-365nm lodo Anisaldeido Ce(SO,)),

- .

Cursino (2011) também verificou a presenca de terpenoides em extratos

brutos DCM de folhas e galhos de M. guianensis in vivo coletados em meses
distintos, utilizando como revelador quimico sulfato cérico, eluidos com Hex/AcOEt
6:4.

Foram coletadas 74 fracbes do extrato bruto que foram analisadas
novamente em CCDC e as fracdes quimicamente semelhantes foram reunidas
(figuras 17, 18 e 19).
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Figura 17: Fotografia das placas (CCDC) das frages do fracionamento (CC) do

extrato bruto DCM dos calos secos de M. guianensis - Eluente: Hexano/Acetona 7:3.

UV-254nm UV-365nm Ce(S0,), Anisaldeido

Fragoes 10,11,12,13,14.

Figura 18: Fotografia das placas (CCDC) das fracfes reunidas do fracionamento
(CC) do extrato bruto DCM dos calos secos de M. guianensis - Eluente:

Hexano/Acetona 9:1.

f Ce(S0,); \

UV-254nm UV-365nm lodo Anisaldeido

Fragoes: 0, 1,2, 4-6, 3, 7-9, 10-13

Figura 19: Fotografia das placas (CCDC) das fra¢cfes reunidas do fracionamento
(CC) do extrato bruto DCM dos calos secos de M. guianensis - Eluente:

Hexano/Acetona 7:3.

\

UV-254nm UV-365nm Anisaldeido Ce(S0y):

[T

Fraqoes 10-13, 14-19, 20-21, 22-26,27-28.
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5.4. Identificacdo estrutural da substénciaisolada.

O perfil quimico das fracdes e sub-fragbes do extrato DCM dos calos secos
de M. guianensis foi analisado por CCDC e as fragbes com maior grau de pureza
foram analisadas por Ressonancia Magnética Nuclear de *H (em equipamento de
300 MHz marca Bruker).

A fracdo obtida do extrato DCM dos calos secos denominada 10-13 (19,20
mgq) foi fracionada novamente e forneceu 18 fracdes que foram analisada em CCDC
(figura 20). Das fracbes coletadas, apenas a fragdo 6 (1mg) continha uma
substancia majoritaria que pbde ser identificada. As demais continham misturas de
substancias (sitosterol, substancias arométicas, graxa), mas com pouca massa que

nao possibilitou o fracionamento para identificacdo das mesmas.

Figura 20: Fotografia das placas (CCDC) do fracionamento (CC) da fracdo 10-13 do
extrato bruto DCM dos calos de M. guianensis - calos secos - Eluente:

Hexano/Acetona 7:3.

UV-254nm UV-365nm Anisaldeido

0,1,23,4,5,6,7,8,9 0,1,23,4,5,6,7,8,9

9,10,11,12,13,14,15,16,17 9,10,11,12,13,14,15,16,17 9,10,11,12,13,14,15,16,17 .-

4

Cursino 2011 ao analisar os extratos brutos DCM de galhos de M. guianensis
em CCDC também observou a presenca de subtancias aromaticas quando

analisados em luz ultra violeta em comprimento de onda 365nm. J& nos extratos das
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folhas in vivo foi possivel isolar classes de terpenoides com importante potencial
bioldgico( Cursino et., al, 2009).

A fracdo 6 (1mg), identificada como trans-docosil-4-hidroxi-3-metoxicinamato
(trans-ferulato de docosila) (figura 21), quando analisada em CCDC mostrou a
presenca de uma mancha com fluorescéncia azul nos comprimentos de onda de 254
e 365 nm e coloracdo roxa quando revelada com anisaldeido sulfirico e com

Ce(S0,),, e Rf de 0,6, quando eluida com hex/acetona 7:3.

Figura 21: Estrutura quimica da molécula trans-docosil-4-hidroxi-3-metoxicinamato
(trans-ferulato de docosila) isolada do extrato DCM dos calos secos de M.

guianensis.
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A identificacdo estrutural da substancia foi realizada pela analise dos
espectros de RMN de 'H (300 MHz), COSY, HSQC e HMBC, os quais estio
mostrados na Tabela 6 e Figuras 22 a 38, comparados com os dados da literatura
(ACHENBACH et al., 1985). O espectro de RMN de 'H mostrou os sinais
caracteristicos de um &cido trans-ferdlico esterificado, observando-se trés
hidrogénios com deslocamentos quimicos em 6y 7,03 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2), 6,92
(1H, d, J = 8,1 Hz, H-5) e 7,08 (1H, dd, J = 8,1 e 1,9 Hz, H-6), caracterizando a
presenca de um anel aromatico 2,5,6-trissubstituido.

Observou-se também um simpleto em &y 5,84 o qual foi atribuido a uma
hidroxila fendlica, assim como um sinal em &y 3,93 (3H, s) referente aos hidrogénios
do grupamento metoxila, ambos ligados ao anel aromatico. Foram observados sinais
da presenca de uma ligacdo dupla trans em &4 7,61 (1H, d, J = 15,93 Hz) e &4 6,29
(1H, d, J = 15,93 Hz) atribuidos a hidrogénios olefinicos conjugados a carbonila.

A cadeia alcoxilica caracteristica destes ésteres foi determinada pela
presencga de sinais em &y 0,88 (3H, t, J = 6,5 Hz) correspondente aos hidrogénios de

uma metila terminal, um simpleto largo em &y 1,30 e um multipleto em &4 1,68
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referente a hidrogénios metilénicos e pelo sinal em &4 4,19 (H, dd, J = 6,92 e 6,70
Hz) indicando a presenca de hidrogénio oximetilénico.

Com os dados do espectro de massas de alta resolucédo tipo lon trap,
utilizando o modo positivo e negativo, foi possivel determinar a massa molecular em
502 m/z, condizente com a formula molecular Cs;Hs404, confirmando ao mesmo
tempo o nimero de carbonos presentes na cadeia alquilica da substancia.

A substancia trans-docosil-4-hidroxi-3-metoxicinamato (trans-ferulato de
docosil) (figura 22) est4d sendo descrita pela primeira vez em cultura in vitro de
células vegetais, porém esta molécula j4 foi isolada de plantas da familia
Euphorbiaceae (DAVID et al., 2004), Rubiaceae (BALDE et al., 1991), Rutaceae
(THONGTHOOM et al.,, 2010) e Fabaceae (ACHENBACH et al.,, 1985). Esta
substancia é um derivado do acido ferulico, 0 mesmo € conhecido e muito estudado,

principalmente pelas suas propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2010).

Figura 22: Estrutura da molécula trans-docosil-4-hidroxi-3-metoxicinamato (trans-

ferulato de docosil) em azul as correlacées HMBC e em vermelho, COSY.
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Tabela 6: Dados de RMN de 13C, *H e HMBC de trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato em CDCI3 comparados com a literatura* (ACHENBACH et al.,1985).

Posicéao 5 on m (J em Hz) HMBC (H C) oy m (J em Hz)
300 MHz 250 MHz*
OH 584 s C-4,C-5 5835
1 126,87
2 109,35 703d(J=186Hz) C-4,C-6,C-7 7,03d (J=2,0Hz)
3 146,60
4 147,40
5 114,77 6,92 d (J = 8,10 Hz) C-1,C-3 6,93d (J=8,5Hz)
6 123,05 7,08dd (J=8,10e 2 ca 7,08dd (J=8,5€e2,0
1,96 Hz) Hz)
7 144,60  7,61d (J = 15,93 Hz) C-9 7,62d (J=16,5Hz)
8 115,66  6,29d (J = 15,93 Hz) C-1 6,30 d (J = 16,5 Hz)
9 167,27
11 6463 419dd (J=6,92e  C-9,C-12,C- 4,19t (3 =7,0 Hz)
6,70 Hz) 13-31
12 28,75 1,68 m 1,70 m
13-31 25,90 1,30 sl 1,26 sl
32 14,17 0,881t (J = 6,5 Hz) 0,881 (J=6,7H2)
MeO 55,93 3,93s 3,93s

*As correlagfes foram atribuidas baseadas nos experimentos COSY
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Figura 23: Figura 23 - Espectro de RMN de *H do trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 24: Figura 24 - Expansao do espectro de RMN de *H do trans-docosil-4-

hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 25: Expanséo do espectro de RMN de 'H do trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 26: Expanséo do espectro de RMN de 'H do trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 27: Expanséo do espectro de RMN de *H do trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 28: Mapa de contorno do espectro de HSQC do trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 e 75 MHz)
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Figura 29: Expansdo do mapa de contorno do espectro de HSQC do trans-docosil-
4-hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 e 75
MHz).
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Figura 30: Expansdo do mapa de contorno do espectro de HSQC do trans-docosil-
4-hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 e 75
MHz).
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Figura 31: Mapa de contorno do espectro de HMBC do trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 e 75 MHz).
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Figura 32: Expanséo do mapa de contorno do espectro de HMBC do trans-docosil-
4-hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 e 75
MHz).
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Figura 33: Expanséo do mapa de contorno do espectro de HMBC do trans-docosil-
4-hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 e 75
MHz).
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Figura 34: Mapa de contorno do espectro de COSY do trans-docosil-4-hidroxi-3-

metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 MHz).
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Figura 35: Expansdo do mapa de contorno do espectro de COSY do trans-docosil-

4-hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300
MHz).
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Figura 36: Expansdo do mapa de contorno do espectro de COSY do trans-docosil-
4-hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300

MHz).
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Figura 37: Expansdo do mapa de contorno do espectro de COSY do trans-docosil-4-
hidroxi-3-metoxicinamato isolado dos calos de M. guianensis, em CDCI3 (300 MHz).
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5.5. Desinfestacéo

Nos testes de desinfestacdo realizados, em relacdo a contaminacdo por
microrganismos (fungos e bactérias), foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos (tabela 7). Os tratamentos T1 e T2, onde foram utilizados etanol 70%
mais as solugbes de hipoclorito de sédio a 2% e hipoclorito de calcio a 3% com
variacdo apenas no tempo de imersdo destes, foram o0s mais eficientes na
descontaminacdo com 100% de sobrevivéncia dos explantes, sendo que para o T2
houve apenas 4% de contaminagéo, e para T1 ndo ocorreu contaminacdo, onde

entre estes dois tratamentos nao houve diferenca significativa.

Tabela 7: Resultados de desinfestagdo de folhas de M. guianensis.

Explante Pré- desinfestagio Desinfestagio Contaminagio

Segmento Etanol Fungicida + Etanol NaClO CaClO Tempo

foliar  70%*  esteptromicina _ (70%) (2%) (%) CaClO Fungo Bactéria Mortos ~ Sobreviventes

(%)

T1 6 min 17h imn  3min 3%  5Smin 0b 0b Oc 100a
T2 6 min 17h imn  1min 3% 1 min 4h 0b Oc 100a
T3 7 min 18h 5mn  5min 4%  10min 0b 0b 100 a 0d
T4 7 min 18h 3mn  5min 5%  30min 4b 0b 9%a 0d
T5 5 min 23h Imn  5min 4%  Smin 17 ab 0b 83a 0d
T6 6 min 23h 3mn 5mn 6%  10min 21ab 0b 100 a 0d
T7 7 min 24 h 3mn 25mn 4%  20min 46 a 0b 58b 0d
T8 J min 24h dmn  3min 4%  Smin 25ab 0b Oc 79b
T9 3 min 24h 3mn  3min 4%  3Imin Ba 33a Oc 38¢

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). * Etanol 70%
acrescido de 3 gotas do detergente Tween® 20.

O tratamento de desinfestacdo das sementes apresentou eficacia de 60% de
assepsia.
A definicdo dos agentes quimicos e os tempos de imersdo utilizados na

desinfestacdo de sementes e de explantes foliares de M. guianensis demonstraram-
se importante para a obtencdo de bons resultados.

Em testes de pré-desinfestacdo de espécies vegetais comumente utilizam-se
solugdes fungicidas e/ou bactericidas, como, por exemplo, o fungicida mancozebe
(Manzate®) e o bactericida estreptomicina, utilizados neste trabalho. O uso dessas
solugdes biocidas foi de suma importancia para os resultados obtidos neste estudo

principalmente pelo fato dos propagulos das espécies lenhosas coletadas no campo
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apresentarem altos indices de contaminagdo por microrganismos (OLIVEIRA et al.,
2013).

O mancozebe® pertence a classe de fungicidas inibidores da respiracao
celular, inibindo enzimas que contém grupos sulfidrilicos, e quando aplicado, forma
uma camada sobre a superficie aplicada que € toxica aos fungos. Tofoli e
colaboradores (2003), utilizando Manzate em estudos sobre o combate ao fungo
causador da pinta preta em tomateiros, obtiveram um indice de 50% de inibicdo do
fungo. A estreptomicina é usada para remover ou controlar os contaminantes que
podem ocorrer em culturas ja estabelecidas.

Sabe-se que o etanol € um agente desinfestante comumente usado na
desinfeccdo de explantes em cultura de tecidos, onde sua eficAcia como agente
germicida se da pela a¢éo surfactante, removendo as ceras superficiais dos tecidos
(GRAZIANO et al., 2013). A imerséo por alguns minutos ou mesmo um banho rapido
torna a superficie dos tecidos mais permeével a penetracdo de outros agentes
desinfestantes.

No presente estudo, os explantes foram imersos duas vezes em etanol 70%,
uma vez durante a pré-desinfestacdo, e novamente durante a desinfestacdo em
camara de fluxo. Essas imersdes provavelmente contribuiram para a retirada da
camada de cera superficial dos explantes, permitindo que, tanto a solugéo fungicida,
como os hipocloritos, agissem na eliminacéo da contaminacao.

O cloro é um dos principais agentes quimicos usados para o combate a
bactérias. O cloro na forma de hipoclorito (de calcio ou sédio), quando em contato
com a agua, libera acido hipocloroso, e este reage novamente liberando oxigénio
nascente, que € um poderoso oxidante, podendo inibir atividades metabdlicas
importantes para os microrganismos (RIBEIRO et al., 2008).

Os resultados obtidos demonstram a eficacia do emprego dessas
combinacbes de agentes desinfestantes para o controle da contaminagao

microbiana em sementes e explantes foliares de Minquartia guianensis.
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5.6. Germinacgéo

O &cido giberélico (GA3) adicionado ao meio de cultura MS100% (5 m.gL?)
promoveu a germinacgao de quatro sementes (20%) de Minquartia guianensis de um
total de vinte sementes inoculadas sem endocarpos, apos 30 dias cultivo. Porém,
oito sementes (40%) desenvolveram contaminacdo por fungos e oito sementes
(40%) nao germinaram. As sementes nao germinadas foram transferidas para outro
meio de cultura com uma concentragdo maior de GA3 (10 m.gL?) e cultivadas por
mais 30 dias, porém ndo apresentaram respostas ao meio e foram consideradas
inviaveis e entdo descartadas. Foram obtidas quatro plantulas axénicas para
posterior uso no cultivo in vitro apds 120 dias do inicio do experimento. Os estagios
de germinacdo e alongamento até o estabelecimento da plantula in vitro podem ser

observados na figura 38.

Figura 38: Estagios de germinacdo de Sementes de M. guianensis in vitro: A (1°

estagio de germinacgéao: fase de “gancho” aos 30 dias). B (2° estagio: fase de haste

aos 90 dias). C (plantula na fase-bi-foliar aos 120 dias).

Foto: da autoria propria.

Camargo 2004 realizou ensaios de germinacdo com a espécie M. guianensis
in vivo em campo e em casa de vegetacdo e verificou que a taxa (60%) de
germinacao das sementes cujas endocarpos foram removidos durante a semeadura

era mais rapida do que aquelas que os endocarpos que ndo foram removidos antes
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do cultivo o que demonstra a vantagem da propagacédo da espécie em condicdes de
cultivo controladas.

Camargo & Ferraz (2004), afirmam que a propagacao de sementes de M.
guianensis é dificultada devido a recalcitrancia da espécie. Além disso, as sementes
da espécie apresentam um estado de dorméncia duplo, primeiro pela resisténcia do
endocarpo durante a protrusdo da raiz (dorméncia mecanica) e segundo, devido a
imaturidade do embrido no momento da disperséo (dorméncia morfolégica).

Em germinacdo de espécies lenhosas in vitro, a presenca de reguladores de
crescimento é de fundamental importancia na regulagdo da germinacdo. As
giberelinas desenvolvem um papel-chave no processo de germinagédo, estando
diretamente envolvidas tanto na quebra de dorméncia como no controle da hidrélise
de reservas que nutrem o embrido em crescimento (SOARES et al., 2009).

O acido giberélico, também conhecido como GA; € um regulador de
crescimento do grupo das giberelinas, e € muito utilizado na cultura de tecidos para
a guebra de dorméncia, acelerando o processo e aumentando o percentual de
germinacao in vitro (LAVAGNINI, 2014).

N&o ha relatos na literatura de estudos sobre germinacao in vitro da espécie
para comparativos, porém, Ferreira e colaboradores (2016) aumentaram a taxa de
germinacao de Morinda citrifolia (Rubiaceae) in vitro de 40% para 90% adicionando
0,5 mg/L de GA3; em meio MS 50% no periodo de 30 dias de cultivo.

Devido ao baixo numero de sementes (20) utilizadas para o ensaio de
germinacao in vitro de M. guianensis neste trabalho, e o individuo objeto da pesquisa
nao ter apresentado frutificacdo até a data limite para fase de experimentacao do
estudo, ndo foi possivel analisar estatisticamente os resultados obtidos quanto a
percentagem de germinacao, contaminacéo e viabilidade das sementes e comparar
com os resultados obtidos por Camargo (2004). Contudo, pretende-se realizar
futuramente nova coleta para experimentos de germinacdo com um numero

amostral maior, para determinar a viabilidade da germinagéo da espécie in vitro.
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5.7. Inducao de Calo

No ensaio de inducéo de calos, a partir de explantes foliares obtidos da planta
matriz e da plantula germinada in vitro de M. guianensis, somente 0s explantes
foliares oriundos da planta in vivo desenvolveram calos, enquanto os explantes

foliares obtidos da plantula in vitro oxidaram e morreram (figura 39).

Figura 39: A) explante foliar com formacéao parcial de calos; B) explantes oxidados e

morte do tecido na porgéo central do explante foliar de M. guianensis.

Foto: da autoria propria.

Todos os tratamentos apresentaram formacgdo parcial de calos nas
extremidades dos explantes foliares ap6s quinze dias de cultivo, porém, apés 30
dias, houve oxidacdo na parte central dos explantes e morte dos mesmos,
contrapondo-se com os resultados obtidos no estudo preliminar com a espécie. Este
resultado pode estar relacionado com as condi¢des da planta matriz de onde foram
retirados os explantes, sendo que a matriz do estudo preliminar era oriunda da
reserva Adolpho Ducke, enquanto a matriz do presente estudo se encontra no
bosque do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA.

As matrizes, por estarem em condi¢cdes ambientais diferentes, podem estar
sobrevivendo em estados fisiolégicos e fitossanitarios diferentes, e isto pode ter
influenciado nos resultados obtidos (OLIVEIRA et al., 2013). Isso pode ser
observado pelos diferentes meios de cultura utilizados (MS e WPM) e a utilizacao de

compostos para evitar a oxidacao (acido ascorbico, e carvao ativo) (tabela 8). Com
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relacdo aos reguladores de crescimento, a combinag&o e a concentragdo utilizadas,

foram iguais as do estudo preliminar, que obtiveram resultados positivos.

Tabela 8: Tratamentos para a inducao de calos de M. guianensis.

Tratamento Meio de cultura lgglé(;?é) Contaminacdo Oxidacdo Morte
. T -1
Folhas in 4mg.L”24-D+ 2mg.L (%)
Vivo CIN
T1 MS 100% 100 0 100 100
T2 MS 100% + carvao ativo 100 0 100 100
T3 MS 100% + Acido ascorbico 100 20 80 80
T4 WPM + carvao ativo 100 0 100 100
T5 WPM + Acido ascérbico 100 15 85 85
T6 MS 50% 100 30 70 70
Folhas in
vitro
T7 MS 100% 0 0 0 100

Tratamento: Folhas in vivo (folhas do espécime coletada no INPA); Folhas in vitro (folhas da plantula
de M. guianensis obtidas da germinagéo in vitro de sementes coletadas do espécime da Reserva
Adolpho Ducke).

Faz-se necessaria a coleta de novos explantes do individuo da reserva
Adolpho Ducke para um novo teste de inducéo de calos, assim como também novos
testes com o individuo do bosque do INPA para estabelecer o protocolo de inducao
de calos.
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CONCLUSAO

A partir dos agentes desinfestantes e tempos testados foi possivel
estabelecer um protocolo de desinfestagcdo de Minquartia guianensis.

O estabelecimento do meio de cultura para a inducdo de calos de M.
guianensis foi realizada, porém a multiplicacdo dos mesmos nao foi possivel
devido a oxidacéo dos calos obtidos em todos os tratamentos testados.

Do estudo preliminar com a espécie M. guianensis in vitro, foi obtido um total
de 503 g de massa de calos por meio da multiplicacdo em meio MS 100%
adicionados com 4 mg.L™ da auxina 2,4-D e 2 mg.L™" de cinetina CIN que
depois de seco, teve o rendimento de 58,0403 g.

O método mais eficiente para a extracdo dos metabdlitos secundarios a partir
dos calos foi o método em que os calos foram secos em liofilizador antes da
extracao.

O perfil quimico dos extratos brutos dos calos apresentaram indicios de
classes de metabolitos caracteristicos de terpenos, esteroides, acidos graxos.
Foi isolado do extrato DCM dos calos um &cido ferulico esterificado, o trans-
docosil-4-hidroxi-3-metoxicinamato, que esta sendo descrito pela primeira vez
em cultura de calos da espécie M. guianensis.

Este € o primeiro relato de cultura de tecidos da espécie de M. guianensis.
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