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RESUMO

BERTOLUCCI, S.K.V. Micropropagagiio, calogénese e abordagem
fitoquimica in vivo e in vitro de Tournmefortia cf paniculata
Cham..Lavras:UFLA,2000.73p.(Dissertagdo-Mestrado em Agroquimica €
Agrobioquimica)

Tournefortia cf paniculata Cham. pertencente a familia Boraginaceae, é
conhecida como marmelinho. A decocgdo de suas folhas ¢ utilizada como potente
diurético e antibidtico das vias urinarias. O presente trabalho teve como objetivos
a avaliagéio das condigdes biotecnolégicas para micropropagagiio e indugio de
calos, bem como abordar aspectos fitoquimicos. Para o estabelecimento in vitro
de explantes primdrios, foram utilizados segmentos modais, os quais foram
estudados utilizando-se os meios MS; MS/2 ¢ WPM. Indugdio de multibrotagdes
foram obtidas em meio WPM suplementado com diferentes concentragdes de
BAP. O alongamento e enraizamento destes brotos individualizados foram
obtidos em meio basico WPM ausente de regulador de crescimento, os quais
foram posteriormente aclimatados em casa de vegetagiio, com sombrite a 50%.
Para a indugdo de calos, foram utilizados segmentos foliares oriundos de cultivo
in vivo e in vitro, inoculados em meio MS, suplementados com diferentes
combinagdes de ANA/BAP ¢ ANA/TDZ. Observou-se que o melhor meio de
manutenc@o foi 0 MS suplementado com 0,5 mg.L™ de ANA ¢ 1,0 mg.L? de
TDZ, para o qual foi estabelecida a curva de crescimento. A abordagem
fitoquimica foi realizada com folhas provenientes da planta in vivo e in vitro.
Nesta, os residuos obtidos por cromatografia liquida em coluna preenchida com
silica gel 70-230 mesh da Merck®, monitorados com cromatografia de camada
delgada preparativa em silica gel 60G da Merck®, foram recristalizados, e através
de anilises espectrométricas, observou-se a presenca de 3 compostos
majoritarios, os quais apresentaram pesos moleculares similares (199,0 g/mol) e
0s respectivos grupos organicos: carbonila (C=0); amino (-NH); hidroxila (-OH);
metilas, metilénicos e metinicos (-CH). Obteve-se, também através da técnica de
“arraste a vapor”, o 6leo essencial proveniente das folhas, que pelas analises
espectrométricas, inferimos tratar-se de um éster conjugado.

Comité Orientador : José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador);

Co-orientadores: Maria das Gragas Cardoso, Custédio Donizete dos
Santos - UFLA.



ABSTRACT

BERTOLUCCI, S.K.V. Micropropagation, callusgenesis and in vivo and in
vitro phytochemical approach of Tournefortia cf paniculata
Cham..Lavras:UFLA,2000.73p.(Dissertation-Master in Agrochemistry and
Agrobiobioquemistry)

Tournefortia cf paniculata Cham., belongs the family Boraginaceae. It is
known as the " marmelinho”, the decoction of its leaves is used as a potent
diuretic and antibiotic by way of urinary. The present work as aimed to evaluate
the biotechnological conditions for micropropagation and induction of calluses, as
well to approach phytochemical aspects. For the in vitro establishment of primary
explants were utilized nodal segments, which were studied by using the MS;
MS/2 e WPM media. Induction of multipleshoots were obtained in WPM medium
supplemented with different concentrations of BAP. Both lengthenning and
rooting of these individualized shoots were obtained in a basic WPM medium
absent of growth regulator which were afterwards acclimated in greenhouse with
50% semi-shade. For callus induction, were utilized leaf segments from in vivo e
in vitro cultivation inoculated in MS medium supllemented with different
combinations of NAA/BAP and NAA/TDZ. It was observed that the best
maintenance medium was the MS supplemented with 0,5 mg.L'l of NAA and 1,0
mg.L™” of TDZ, from which the growth curve was established. The phytochemical
approach was accomplished with leaves coming from the in vivo plants and in
vitro plantlets. The residues obtained by colunm liquid chromatografy filled with
silica gel 70-230 mesh of Merck®, monitored by preparative thin-layer
chromatografy in silica gel 60G da Merck®, were recrystallized and through
spectrometric analyses. The presence of three majoritary compounds was noticed,
which presented similar molecular weights (199,0 g/mol) and the respective
organic groups: carbonile (C=0); amino (-NH); hydroxile (-OH); methile,
methylenic and methynic (-CH). Also, through the "steam-grag" technique, the
essential oil coming from the leaves was obtained, that by the spectrophotometric
analyses, we inferrred to be a conjugated ester.

Guidance committee:José Eduardo Brasil Pereira Pinto -UFLA (MajorProfessor);

Co-advisers: Maria das Gragas Cardoso, Custédio Donizete dos Santos, -
UFLA.
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1 INTRODUCAO

Apbés uma época de admirdveis progressos cientificos, em que a
terapéutica (ciéncia da cura) depositou todas as suas esperangas exclusivamente
no campo das drogas sintéticas, ressurge o interesse pelos remédios simples que
a natureza oferece, principalmente aqueles com aplicagio na assisténcia médica
primiria 4 saide. Deste modo, a Organizagio Mundial da Satde (OMS), ao
promover uma maior atengdo as formas terapéuticas da medicina tradicional,
veio em 1991, na 44° Assembléia Mundial da Satde, a adotar a resolucdo 44.34,
através da qual incentiva os Estados membros da Organizagiio a promoverem o
emprego de “remédios tradicionais inofensivos, eficazes e cientificamente
vélidos” (Valtuefia, 1998). Constantemente, pelas reunides da OMS, em que
epigrafes como “Saiide para todos no ano 2000” e “Salvem as plantas - elas
salvam vidas”, tem se recomendado o estudo e uso de plantas medicinais
regionais como principal redutor de custos no atendimento is pessoas nos
servicos publicos de saide, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, onde existe ainda um grande nimero de pessoas de baixa
renda (Matos, 1997).

Mundialmente, o cendrio ¢ favordvel as pesquisas com produtos naturais.
No mercado farmacéutico mundial, que movimenta US$ 150 bilhdes ao ano, é
crescente o uso de medicamentos derivados de plantas (Robbers, Speedie e
Tyler, 1997). Segundo Martins (1999), o Brasil tem desperdigado negécios que
movimentam US$ 60 bilhGes por ano com o mercado das plantas medicinais.
Para reforcar a importincia desta area estratégica, a vincristina e a vimblastina,
substincias naturais extraidas da Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae),
que combatem certos tipos de cincer e reduziram em 70% o indice de
mortalidade infantil por leucemia, sdo patenteadas ha cerca de 30 anos pelo

laboratério norte-americano Eli Lilly e rendem, anualmente, US$ 100 milhGes a



empresa (Robbers, Speedie e Tyler, 1997; Martins, 1999). Segundo Klayman
(1985), o governo chinés investiu alguns milhdes de délares em recursos
humanos e financeiros no desenvolvimento biotecnol6gico para produgio em
larga escala de artemisinina, uma droga extraida da Artemisia annua L.
(Asteraceae), com potente efeito anti-maldrico. A artemisinina ¢ uma lactona
sesquiterpénica cuja sintese em escala industrial é economicamente invidvel.

A canaliza¢do de recursos publicos para a pesquisa de fitoterapicos ¢
fundamental, uma vez que a utilizagdo das plantas medicinais esta diretamente
atrelada a questio econdmica como atividade agricola; como a atividade
industrial, em que a sintese quimica total sé € vidvel, economicamente, quando o
composto de interesse possui uma estrutura simples, com nenhum ou poucos
centros quirais, o que ndo € o caso de muitos produtos naturais. Ainda, & questiio
social, por ter um menor custo de obtencdio; & questdo iatrogénica, devido ao
largo espectro dos efeitos colaterais toxicos dos sintéticos e mesmo a resisténcia
de algumas doengas ao tratamento com os sintéticos; e, por fim, & questdo da
soberania nacional, pela exploragéo e conhecimento dos seus recursos naturais
(Mors, 1982; Klayman, 1985 e Pletsch, 1998).

Deste modo, néo adianta possuirmos o pais mais rico em biodiversidade
no mundo se ndo forem feitos investimentos nas pesquisas com nossos recursos.
Para se ter uma idéia, precisamente 22,1% das publicagGes de novos produtos
naturais listados nos ultimos 11 anos pelo Chemical Abstracts, sdo de origem
japonesa, e neste mesmo periodo o Brasil contribuiu com apenas 1,6%. Esta
discrepéncia constitui um aparente paradoxo, pois o Japdo posshi em torno de
3.000 espécies de plantas superiores contra 55.000 conhecidas no Brasil
(Gottlieb e Borin, 1997). Sendo assim, a necessidade do estudo destas plantas
que vém sendo utilizadas na terapéutica € urgente. Esta fantastica medicina que
utiliza complexas estruturas quimicas inimitdveis, como terpenos,

sesquiterpenos, alcaldides, resinas, taninos, gomas, mucilagens e os glicésidos



cardiotonicos, saponinicos, flavonoidicos e antraquindnicos, ¢ uma perspectiva
no desenvolvimento da farmacoterapia e a esperanga da cura de doengas hoje
incurdveis.

Neste contexto, a quimica de produtos naturais, a cultura de tecidos, a
farmacologia, a botdnica e as demais areas afins representam conhecimentos de
dominio importantes em favor da autonomia nacional para desenvolver
tecnologia de ponta na produg#o de farmacos. Particularmente, o cultivo in vitro
de tecidos e células vegetais, em conjunto com o estudo fitoquimico, constituem
dois sistemas adequados para investigagdo das vias biossintéticas, permitindo a
otimizagdo da produgdo in vitro de metablitos secundarios, sendo uma
alternativa promissora para o suprimento constante ¢ homogéneo de material
vegetal, independente de mudangas climiticas ou condigdes do solo (Tabata,
1977; Misawa, Hayashi e Takayana, 1985; Crocomo e Melo, 1991). Além disso,
quando se oferta ao mercado plantas medicinais, aromaticas e condimentares, o
maior interesse das indiistrias transformadoras ¢ adquirir um produto com maior
concentragdo possivel de principios ativos. Diferentemente, ocorre no caso de
outras culturas, das quais se espera maior quantidade de biomassa verde ou seca,
gréos, etc., niio havendo preocupagio fundamental com sua composicdo quimica
(Correa Junior, 1994).

Acreditando em todo este potencial, o presente trabalho teve como
objetivos a avaliagio das condigdes biotecnolégicas para micropropagacio e
indugdo de calos em Tournefortia cf paniculata Cham., uma planta
popularmente considerada medicinal, bem como abordar aspectos fitoquimicos
da planta in vivo e in vitro. Esta ¢ vulgarmente conhecida como marmelinho.
Segundo a medicina caseira a decocgdo de snas folhas ¢é utilizada como potente
diurético e antibidtico das vias urinirias, sendo também empregada por

pacientes com litiase renal, responsavel por muitas urgéncias hospitalares.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos taxonémicos da espécie em estudo

Tournefortia cf paniculata Cham. ¢ uma espécie vegetal pertencente a
familia Boraginaceae (Figura 1). Esta familia compreende aproximadamente 100
géneros, com mais de 2000 espécies distribuidas em todo o planeta. Sdo plantas
herbaceas ou lenhosas, arbustivas ou arboreas, com folhas de disposi¢cao alterna

(raramente opostas) e inteiras, com flores pequenas (Joly, 1993).

FIGURA | Habito da planta marmelinho - Tournefortia cf paniculata Cham..



Segundo Pio Correa (1978), a espécie em estudo ¢ encontrada em Minas
Gerais, e é popularmente conhecida como marmelinho, sendo empregada na
medicina caseira como diurético. Entretanto, estudos de Vitta (1992) relatam que
esta é largamente distribuida, sendo encontrada desde o Amazonas ¢ Pari até o
Rio Grande do Sul, ocorrendo também na Bolivia, Paraguai e nordeste da
Argentina. Este autor estudou a familia Boraginaceae, citando a ocorréncia de
Tournefortia paniculata Cham., coletada em Santana do Riacho, Rodovia Belo
Horizonte-Concei¢do do Mato Dentro, Km 133, Morro de Calcédrio, que
apresentou as seguintes caracteristicas botinicas: arbusto, com folhas elipticas e
apice agudo, limbo medindo 10-13,5 cm de comprimento e 6,5-9 cm de largura.
A floragdo ocorre entre os meses de novembro a margo, com frutificacdo mais
ou menos concomitante, sendo as flores esverdeadas e os frutos alaranjados,
com quatro manchas negras. Em relagio a espécie em estudo, observamos que
ndo coincidem a coloragio dos frutos e das flores, pois nesta os frutos sdo verdes
quando imaturos ¢ branco esverdeados quando maduros, ¢ as flores sdo brancas,
ao contrario de esverdeadas (Figura 2).

De acordo com a classificagdo de Engler in: (Joly, 1970), Tournefortia
tem a seguinte posi¢do sistematica:

Divisdo: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Subclasse: Gamopetalae

Ordem: Tubiflorae

Familia: Boraginaceae

Genéro: Tournefortia

A classificagdo da espécie em estudo foi efetuada pela professora Dra.
Neusa Taroda!, do Departamento de Botdnica da Universidade Estadual de Sdo

! Segundo a Dra. Neusa Taroda néo existem estudos agronémicos e fitoquimicos com o
género Tournefortia no Brasil.



A classificag@o da espécie em estudo foi efetuada pela professora Dra.
Neusa Taroda', do Departamento de Boténica da Universidade Estadual de Sdo
Paulo (UNESP), Campus Sdo José do Rio Preto, e colaboragdo do professor

Manuel Losada Gavilanes, do Departamento de Biologia da Universidade

Federal de Lavras (UFLA). Exsicatas estio depositadas no Herbario SJRP
(UNESP-Sio José do Rio Preto) sob registro n° 20601 e no Herbario ESAL do
Departamento de Biologia da UFLA sob registro n° 15818.

e

FIGURA 2 Flores da planta de Tournefortia cf paniculata.

! Segundo a Dra. Neusa Taroda ndo existem estudos agronémicos e fitoquimicos com o
género Tournefortia no Brasil.



2.2 Cultura de tecidos

Cultura de tecidos vegetais é a técnica de crescimento in vitro de
células, tecidos e drgdos vegetais em um meio nutriente na auséncia de
microorganismos. Pode ser usada como uma ferramenta para o estudo do
metabolismo, fisiologia, desenvolvimento de plantas e reprodugiio de
exemplares com propriedades desejéveis, tais como resisténcia a pragas e
acimulo de substéncias ativas de interesse (Scragg, 1994 e Franca, 1999). Entre
outras aplicagdes da cultura de tecidos, ressaltamos a de ser um instrumento de
pesquisa valioso no estudo das plantas, minimizando e controlando variaveis
relacionadas com fatores ambientais.

A cultura de tecidos tem sido vista como uma possivel fonte de produtos
naturais, ¢ um vasto nimero de revisdes tem sido escrito discutindo o seu
potencial. Muitas destas revisGes tém se concentrado em substincias
farmacéuticas com alto valor comercial. Neste sentido, esta técnica tem sido
utilizada para o melhoramento de linhagens, com maiores teores de substincias
farmacéuticas (Seabrook, 1980; Caldas, 1986 ¢ Scragg, 1994).

Um aspecto importante, estudado nas culturas de tecidos, ¢ a questio da
diferenciagio de células relacionada com a producdo dos compostos
secundirios. Sabe-se que nas plaritas in vivo os compostos secundirios sio
sintetizados em tecidos e érghos especificos. O que determina este
comportamento caracteristico de cada planta é o seu genoma. Portanto, é
necessario elucidar o mecanismo e os fatores que influenciam a expressdo dos
genes relacionados com a sintese de enzimas especificas, envolvidas na

regulagdo de vias biossintéticas dos compostos secundirios (Alferman e
Petersen, 1995).



2.3 Micropropagacio

.A micropropagacdo ¢ definida como uma cultura asséptica que envoive
procedimentos de manipulagdo de drgdos, tecidos e células de plantas que
produzem uma populagdo de plintulas através de processos de propagacdo
sexual ou propagacdo vegetativa (Krikorian, Kelly e Smith, 1988). Os métodos
basicos de multiplicagdo de plantas in vitro sdo quatro: desenvolvimento de
brotagGes axilares, segmento nodal, brotagdes adventicias e embriogénese
somatica. Particularmente, o segmento nodal é um método associado com uma
baixa taxa de variagdes genéticas, desde que a formagéo de calos seja evitada.
Um ou mais segmentos podem ser excisados e enraizados in vitro ou
diretamente no solo para a produgio completa da planta (Kurtz, Hartman e Chu,
1991).

A regeneragiio de plantulas in vitro através da cultura de gemas é
freqiientemente utilizada para obtengdo de clones, que mantém todas as
caracteristicas da planta-matriz. Esta é uma técnica especialmente vantajosa para
a preservacgio de genétipos produtores de compostos medicinais (Franga, 1999).
Sudha, Krishnan e Pushpangadan (1998) estabeleceram um protocolo para a
micropropagagio de Holosteemma annulare (Roxb.) K. Schum.
(Asclepiadaceae), através de cultura de gemas nos quais os nodos basais foram
os explantes mais eficientes na micropropagacéo. Esta espécie € um raro arbusto
medicinal, com raizes tuberosas, as quais sdo utilizadas na india para curar
diabetes, gonorréia, tosse e dores estomacais. A propaga¢do convencional via
semente ou estaquia caulinar ou de raiz € invidvel por uma série de razdes. A
planta é dormente durante o verfio, € brotagdes jovens, na €época que se
desenvolvem, siio comidas por herbivoros e insetos devido ao latex adecicado. E
impraticdvel utilizar estaquias de raizes para propagag¢do porque elas tém um
alto valor para medicina Ayurvedica. A falta de sistemas de propagag¢éo

convencional tem resultado na escassez da planta devido & sua demanda. Como



se pode ver, a micropropagacio pode ser aplicada as espécies vegetais
produtoras de principios ativos Uteis e ser explorada economicamente, da mesma
forma que a micropropagaco de espécies florestais, frutiferas, leguminosas e
ornamentais.

Além das vantagens das plantas regeneradas a partir de tecidos que
contém meristemas serem geneticamente idénticas a planta original, uma outra
vantagem importante da micropropagacdo consiste na habilidade de clonar
rapidamente genétipos susceptiveis a doencas altamente infecciosas que tem
baixo sortimento, independente da sazonalidade (Bajaj, Furmanova e
Olszowska, 1988; Cassells, 1991). Isto é interessante, do ponto de vista

farmacéutico, visando a produgio dos mesmos compostos naturais.

2.4 Micropropagagio de plantas lenhosas com citocininas

Duas estratégicas basicas tém sido usadas para micropropagacio de
espécies lenhosas, regeneragio de calos e multiplicagio de brotos (Einset, 1991).
Infelizmente, a regeneragdo de calos fregiientemente resulta em alta
porcentagem de variagSes somaclonais, fazendo com que esta estratégia seja
questiondvel na multiplicagdo clonal de plantas lenhosas superiores em larga
escala. Por outro lado, estudos de Zimmerman et al. (1986), citados por Einset
(1991), mostram que a multiplicagio de brotos é um método confidvel que pode
ser usado para a produgéo de numerosos clones, verdadeiramente iguais.

Em principio, a micropropagagio através da multiplicagio de brotos
utiliza o efeito da citocinina na regulagio do crescimento dos brotos sob
condig3es controladas in vitro (Skoog e Miller, 1957). Por uma elevagio
artificial da concentracdo da citocinina endégena nos brotos, um crescimento
continuo é mantido e a dominancia apical é superada. O resultado ¢ a produgdo
de numerosas ramificagdes caulinares, as quais sdo subdivididas no final, e cada

uma submetida a condi¢des in vitro. Os brotos individuais podem ser usados



para uma série subseqilente de muitiplicacfio dos brotos ou para a produgio de
plantulas apds enraizamento (Murashige, 1974; Lloyd e McCown, 1980, citado
por Einset, 1991).

Pesquisas visando o desenvolvimento desta tecnologia tém focalizado
esta importante classe de fitorm6nios por terem estes um papel crucial na
micropropagacéo de miltiplas brotagdes com as plantas lenhosas (Einset, 1991).

2.5 Meio de cultura e reguladores de crescimento

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgdos
de plantas fornecem as substincias essenciais para o crescimento e controlam,
em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro (Caldas, Haridasan e
Ferreira., 1990). Todos os nutrientes do meio de cultura devem estar em
concentragoes otimizadas de forma a assegurar o crescimento dos explantes. As
exigéncias em termos de meio de cultura sio varidveis com a espécie, cultivar e
explante utilizado, devendo ser experimentalmente definidas para cada caso em
particular. Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos procurando estabelecer as
melhores condigdes de meio de cultura para a produgdo de compostos
secundarios (Pinto e Pasqual, 1990).

Diversas formulagdes de meio tém sido utilizadas na cultura in vitro, as
quais se diferem basicamente na concentraciio dos sais empregados. Segundo
Tisserat (1985), o meio basico MS desenvolvido por Murashige e Skoog (1962),
¢ o mais empregado em cultura de tecidos. No caso de plantas lenhosas, 0 meio
basico WPM (Lloyd ¢ McCown, 1980), do inglés “Wood Plant Medium”, é
bastante utilizado. Uma das diferencas marcantes entre estes dois meios de
cultura esta na concentragdo de nitrogénio (N;). Enquanto o meio MS possui 40
mM de N, como NO; e 20 mM de N, como NH,", 0 meio WPM compde-se de
10 mM de N, como NO;" ¢ 5§ mM de N, como NH,", apesar de apresentarem

praticamente a mesma relagdo entre NO;/NH,". Esta consideragio quanto o total
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de N no meio € a razio de ions NO;/NH," é importante quando procura-se um
meio adequado para as diferentes espécies de plantas e tipo de cultura, pois o
conteddo total de N, no meio constitui fator crucial para o crescimento e
morfogénese (George, 1993a).

Ao meio de cultura geralmente sdo adicionados reguladores de
crescimento com objetivo de suprir as possiveis deficiéncias dos teores
endégenos de horménios nos explantes, estimulando respostas no crescimento,
alongamento e multiplicagdo, dependendo do estado fisiolégico dos explantes,
que sdo influenciados pela época do ano e pelas condicdes gerais da planta
matriz (Grattapaglia ¢ Machado, 1990). Diferentes tipos de reguladores, tais
como auxinas, citocininas, giberelinas e dcido abscisico sdo conhecidos por seus
diferentes efeitos no crescimento e no metabolismo secundirio (Sakuta e
Komamine, 1987).

As auxinas tém uma larga variedade de efeitos no crescimento, dentre
estes promovem alongamento celular e crescimento em extensdo em caules e
raizes. As maiores propriedades das citocininas sio a estimulacdo da divisio
celular e liberagdo de gemas laterais da domindncia imposta pela auxina da gema
apical. E comum o balanceamento de auxinas e citocininas no processo de
diferenciacio e acimulo de metabélitos nos estudos de plantas, e quando usadas
juntamente, estimulam a divisfo celular e controlam a morfogénese (Modesto e
Siqueira, 1981; George, 1993b e Gaspar et al., 1996). No caso das giberelinas, o
efeito mais notivel é a promogio do alongamento de caules de plantas intactas
(Modesto e Siqueira, 1981).

Na cultura de calos, um suprimento exégeno de reguladores de
crescimento ¢ freqiientemente necessario na indugiio em um explante qualquer.
O requerimento exégeno de regulador (tipo, concentracdo e razio
auxina/citocinina) depende fortemente do gendtipo e conteido enddgeno de

hormdnio. Estes requerimentos podem ser de trés tipos principais: apenas a
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auxina ou a citocinina serem necessirios ou ambas serem exigidas.
Habitualmente, apds repetidas subculturas os calos podem perder esta exigéncia
(Pierik, 1987).

2.6 Produgio de metabélitos secundirios in vivo

Os vegetais sdo seres que realizam fotossintese pois possuem clorofila,
que permite transformar a energia luminosa em energia quimica, e com isto
biossintetizar muitas substincias. As plantas costumam ter aspectos em comum
no seu metabolismo, sintetizando substincias que sfio vitais a todos os vegetais,
como a celulose, o amido, os lipideos e aminodcidos. Este é o conhecido
metabolismo primério dos vegetais. Além deste, existe uma outra atividade de
sintese bioldgica que varia de espécie para espécie e que produz substincias
particulares, cuja fungio ainda ndo foi definida na maioria dos casos. Este € o
metabolismo secunddrio dos vegetais e que produz os chamados principios
ativos naturais (Botsaris, 1995).

A produgéio de metabdlitos secundédrios € o resultado de complexas
interages entre biossintese, transporte, estocagem e degradacdo. Embora
qualquer tecido ou célula vegetal tenha a capacidade de biossintetizar
metaboélitos secunddrios, parece que isso ocorre somente em alguns tecidos ou
mesmo em células especiais, em fungdo do grau de diferenciagio e
desenvolvimento dos mesmos, dificultando a extra¢éo, isolamento e purificacédo
destas substincias. Em alguns casos, a produgdio pode estar restrita a um estadio
especifico do desenvolvimento do vegetal, sendo fortemente influenciada por
fatores ambientais, como clima, luz, latitude, presenca de pragas, e nutricionais,
composi¢io quimica do solo, umidade (Balandrin e Klocke, 1988; Wink, 1990 e
Costa, 1994b).
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- 2.7 Produciio de metabélitos secundarios in vitro - Generalidades

O interesse crescente por produtos naturais, principalmente de utilizagio
medicinal, e as dificuldades conhecidas para assegurar o fornecimento constante
da matéria prima, assim como a necessidade de preservagio das espécies, tem
estimulado a investigagdo do potencial da culturas de tecidos e células in vitro
como alternativa para produgiio de metabélitos secundarios.

Um exemplo desta batalha € a produgdo do taxol em cultura de tecidos e
células vegetais. Esta substincia é extraida das cascas do tronco de drvores de
Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) em quantidades que variam de 40 a 165
mg.kg™ de cascas secas, de modo que s30 necessdrias trés arvores para produgio
de 1 grama de taxol. O crescimento vagaroso, a baixa estatura, a casca fina, a
escassa distribuicdo desta espécie e o fato da remog#o da casca resultar na morte
da planta tem intensificado esforgos para encontrar alternativas de producio
desta rara droga. Recentemente, dois grupos de pesquisadores conseguiram,
quase que simultaneamente, realizar a sintese total do taxol; entretanto, a
aplicacdo industrial estd longe de ser vidvel por causa das intimeras etapas de
reagdo e do alto custo de produgio. Um método alternativo de obtengdo do taxol
e que tem sido utilizado industrialmente é a sintese parcial a partir de
substincias andlogas extraidas de outras espécies de Taxus que sdo mais
abundantes. Varios progressos na cultura de células de T, brevifolia tém sido
alcangados e acredita-se que em pouco tempo iniciar-se-a a producio comercial,
substituindo o processo extrativo das espécies de teixo (Corréa, 1995; Pletsch,
1998 e Stockigt et al., 1995). Na tabela 1 estio relacionados alguns exemplos de
produtos naturais formados através de técnicas de cultura de tecidos e células
vegetais.

Entre as vantagens da produgdo de compostos secundirios in vitro,
podemos citar a maior facilidade na purificagio dos extratos, devido a auséncia

de quantidades significativas dos pigmentos, resultando em redugdo dos custos
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de producdo (Balandrin e Kiocke, 1988). Entretanto, tem-se observado que as
culturas de tecidos produzem quantidades muito pequenas do composto
desejado. Segundo Alfermann e Petersen (1995), cafeina; dopa; ajmalicina e
serpentina sdo os Gnicos compostos usados em farmécia que sio produzidos em
grandes quantidades pelas culturas de células.

Consideraveis avancos tém sido alcangados na produgio de compostos
secundarios em cultura de tecidos. A exploragdo da capacidade biossintética de
vérias cultuyas celulares, por alguns grupos de cientistas, tem ocorrido em varios
paises nas ultimas décadas. Os resultados obtidos nem sempre tém sido
satisfatorios; entretanto, novos conhecimentos séo relatados para uma variedade
de substincias utilizadas na industria farmacéutica, cosmética e de alimentos
(Tabata, 1977).

TABELA 1 Alguns exemplos de metabdlitos secundarios produzidos por
técnicas de cultura de tecidos de acordo com Stdckigt et al. (1995)

e Pletsch (1998).

Espécie Vegetal I]:;:dm:: Técnica de Cultura
Lithospermum erythorhizon Sieb. E chiconina  suspensdo de células
Zucc (Boraginaceae)

Atropa belladonna L. (Solanaceae) atropina suspensio de células
Capsicum frurencens L. (Solanaceae) caipsaicina  suspensdo de células
Panax ginseng C.A. Mey (Araliaceae) ginsenosidios _suspensio de células
Papaver somniferum L. (Papaveraceae) morfina cultura de brotos
foliares
Digitalis lanata Ehrhart digoxina cultura de brotos
(Scrophulariaceae) foliares
Datura inoxia Mill. (Solanaceae) escopolamin cultura de brotos
a foliares
Rosmarinus officinalis L. (Labiatae) acido suspensdo de células
rosmarinico
Cinchona ledgeriana (Howard) Moens quinina cultura de brotos
et Trimen (Rubiaceae) foliares
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28 Produp‘io de compostos secundirios em cultura de calos

A cultura de calos consiste na indugio e manutengdo de células niio
diferenciadas do parénquima, constituindo-se uma massa de células com um
baixo nivel de organizagdo, obtido pela inoculagdo de partes da planta para um
meio nutriente adequado, freqiientemente contendo combinagdes apropriadas de
reguladores de crescimento (Collin e Dix, 1990 ¢ Brown, 1990).

Em geral, utiliza-se o calo como material de partida para a producio e o
acimulo de metabélitos secundarios in vitro; entretanto, varios sdo os fatores
que interferem no acimulo ¢ rendimento destes metabolitos. A selecdo do
explante consiste em um destes. A influéncia do explante no rendimento de
escopolamina em Anisodus acutangulus C.Y. Wu e C. Chen (Solanaceae) em
cultura de calos foi demonstrada por Guang-Zhi (1989), o rendimento percentual
em peso seco do alcaléide foi de 0,165; 0,770; 0,590 e 0,091, respectivamente
para calos de raiz, caule, folha e antera. A composigio do meio de cultura,
incluindo a concentragfo e tipo de regulador de crescimento, sio outros fatores.
Pesquisas de Ishikura e Teramoto (1983), citado por Ishikura (1989), mostraram
que o crescimento de calos a partir de brotagdes jovens de Cryptomeria japonica
Don. (Taxodiaceae) ocorreu melhor em meio MS suplementado com 1 mg.L"! de
2,4-D e 0,1 mgL" de KIN do que no meio WS (Wolter Skoog, 1966, citado por
Ishikura, 1989) em estudos anteriores, realizados por Isakawa (1975), citado por
Ishikura (1989). Dentre os reguladores de crescimento estudados estio o 2,4-D
(0,5-2,0 mg.L™"), ANA (1-2 mg.L") e IBA (1-2 mg.L).

As condi¢Ses fisicas também influenciam na producdo. O efeito da
iluminagdo no conteiido percentual de alcaléides totais quanto ao peso seco, em
cultura de calos de raizes de Datura inoxia, foi estudado por Petri ¢ Bajaj
(1989). Na raiz, utilizando a concentragio de 1 mgL”'de KINe 1 mgL"' de 2,4-
D, o rendimento de alcaléides totais quanto ao peso seco foi de 0,125% para o

cultivo no escuro ¢ 0,259% para o cultivo na luz. Repetindo a mesma
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concentragio de KIN e aumentando a concentragio de 2,4-D para 5 mg.L” o
rendimento foi de 0,334% e 0,264% para escuro e luz, respectivamente. Este
resultado foi semelhante quanto ao rendimento no 6rgéo intacto (0,330%).

O periodo de cultura € outro fator interferente. Comparando-se o
rendimento de alcal6ides totais contidos em calos obtidos de raizes de Datura
innoxia, observou-se que com 2 semanas houve um rendimento 0,169%; com 4
semanas, 0,104%; com 6 semanas, 0,043%, e com 8 semanas houve 0,125%,
porcentagem relacionada com o peso seco (Petri e Bajaj, 1989).

Deste modo, os estudos de produgdo de substincias do metabolismo
secundario das plantas mantidas no estado ndo organizado so muito complexos.
Estas substdncias s3o conseqiiéncias de processos bioquimicos altamente
regulados e inter-relacionados, ou seja € resultado da integragdo dos processos
de biossintese, degradagao, transporte e acumulagdo do produto. Para que um
determinado composto seja acumulado, € preciso que os tecidos que o produzem
contenham os precursores metabodlicos destes compostos, as enzimas adequadas
para converté-los no produto e as estruturas nas quais o mesmo ficard
armazenado (Pletsch, 1998).

2.9 Compostos do metabolismo secundirio das plantas e sua utilizagfo
como medicamentos

As plantas s3o a maior fonte de medicamentos, flavorizantes, fragancias,
e varios produtos farmacéuticos e industriais. Farnsworth et al. (1985) e
Balandrin e Klocke (1988) citam exemplos de metabdlitos secundarios
medicinais obtidos de vegetais e economicamente importantes, como:
acetildigoxina  (cardiotonico), aescina  (antiinflamatério); atropina
(anticolinérgico); emetina (amebicida), pilocarpina (parassimpaticomimético),

quinina (antimalarico), reserpina (anti-hipertensivo), efedrina
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(simpaticomimético), acido salicilico (precursor do 4acido acetilsalicilico) e
outros.

Entre os diversos exemplos de substincias oriundas de plantas e de
grande importincia, podemos mencionar a forscolina, obtida de Coleus barbatus
Benth. (Labiateae), que apresenta promissores efeitos contra hipertensio,
glaucoma, asma e certos tumores, a artemisina, presente em Artemisia annua
Pall. (Asteraceae), que exerce potente atividade antimaldrica, e o diterpeno
anticancerigeno taxol, isolado de plantas do género Taxus (Cechinel Filho e
Yunes, 1998).

A selecdo de plantas com antecedentes etnofarmacolégicos de uso para
um certo tipo de atividade biologica é uma das formas mais racionais no estudo
de produtos naturais, a fim de que possam ser utilizadas para melhorar o arsenal
terapéutico disponivel, como medicamentos de baixo custo e ampliagio da
capacidade de atendimento médico-farmacéutico em saude publica. Segundo
Farnsworth (1985), 74% das 119 drogas desenvolvidas a partir de plantas foram
obtidas por estudos cientificos idealizados para avaliar os usos de plantas bem
conhecidas na medicina popular. Em contraste, outras abordagens, tais como
triagens fitoquimicas, screening biolégico massivo ou de plantas coletadas ao
acaso, ndo se provaram muito \teis para a descoberta de novas drogas.

Um bom exemplo da utilizagdo das informagdes populares neste tipo de
pesquisa € encontrado na histéria dos principios ativos de Claviceps purpurea
Tul.. Estes principios, conhecidos como alcaldides do ergot, foram descobertos a
partir das observa¢des sobre medicina popular, ainda no século XVII. Naquela
época, as parteiras usavam, para acelerar o trabatho de parto, uma mistura de
extratos vegetais cuja eficicia pde ser comprovada, posteriormente, através de
ensaios experimentais. Apds varios ensaios, os pesquisadores descobriram que o
efeito ocitdcito era conferido pelas espigas do centeio parasitadas pelo fungo
Claviceps purpurea. A partir destas observagdes, os quimicos conseguiram
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isolar do espordo-do-centeio, como ¢ popularmente conhecido, virios alcalbides,
que ainda hoje encontram emprego na medicina, especialmente ergonovina, em
obstetricia, ¢ a ergotomina, como vasoconstritor, Gtil no tratamento da
enxaqueca (Korolkovas e Burckhalter, 1982).

2.10 Abordagens sobre anilise e identificacfio fitoquimica

Todas as geragdes conheceram a utilidade das plantas para curar
doengas, conservar a saide e promover o bem-estar. A existéncia de virios
antibidticos, antiespasmoédicos, analgésicos, corticéides, diuréticos, agentes
cardioativos, agroquimicos, substincias corantes, aromatizantes e edulcorantes,
dentre outras tantas, sio aplicagdes tecnoldgicas derivadas de pesquisas em
produtos naturais.

A pesquisa fitoquimica, particularmente, tem por objetivos determinar
os constituintes quimicos das espécies vegetais. A preparagdo do extrato bruto é
o ponto de partida para identificagdo dos constituintes naturais. Existem varias
metodologias descritas para a preparagdo de extratos vegetais visando o
isolamento de seus constituintes quimicos. Em anilises fitoquimicas, quando
nio se conhece previamente o contetido do material a ser analisado, costuma-se
submeter o material vegetal a sucessivas extragGes com solventes de polaridade
crescente, conseguindo-se, assim, uma extragdo fracionada em que as diferentes
fracdes contém compostos de polaridade também crescente. Na Tabela 2 seguem
alguns exemplos de solventes, em ordem crescente de polaridade, mais
utilizados, e os respectivos grupos de metabdlitos, majoritariamente encontrados
nos diferentes extratos.

Apds a extragio sdo realizadas técnicas de fracionamento dos extratos
vegetais com vistas ao isolamento, das quais se obtém extratos semi-puros,
fracdes e, finalmente, os compostos puros (Cechinel Filho e Yunes, 1998). Os

métodos cromatogréficos sdo os procedimentos de separagio mais amplamente
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utilizados atualmente. Embora técnicas cromatograficas mais sofisticadas e que
proporcionam um processo de separagio mais rapido e eficiente, ja tenham sido
desenvolvidas, a cromatografia liquida em coluna aberta (CLC), com silica gel
como fase estaciondria, a principio ¢ mais empregada por ser tecnicamente
simples e ndo exigir instrumentagdo esmerada (Costa, 1982 ¢ Falkenberg, Santos
e Simdes, 1999). Entretanto, é indispensavel conhecer as caracteristicas da
amostra em cromatografia de camada delgada (CCD) antes de se usar a
cromatografia em coluna (Shriner et al., 1983).

Cada substancia sélida, cristalina e pura esta definida pelo seu ponto de
fusdo. Assim determina-se esta constante fisica com o fim de avaliar o estado de
pureza das substincias isoladas. Por vezes, estas decompdem-se antes de
fundirem, porém, tal transformagio se realizar sempre & mesma temperatura,
pode utilizar-se 0 mesmo modo como método de reconhecimento. O
comportamento da susbstincia em CCD e a anilise elementar de CHN também
sdo métodos de determinagiio da pureza (Costa, 1982 e Matos, 1988).

TABELA 2 Tipos de substincias mais encontradas na extragiio por solventes,
em ordem crescente de polaridade, mais utilizados de acordo com
Falkenberg, Santos e Simé&es (1999).

Tipos de susbstincias preferencialmente

Solventes .
extraidas
Eter de petréleo, hexano lipideos, ceras, pigmentos,
furanocumarinas;

bases livres de alcaloides, antraquinonas

Diclorometano, cloroférmio . . Ta .
livres, glicosideos cardiotdnicos;

Acetato de etila, butanol flavonéides; cumarinas simples;
Etanol, metanol heterosideos em geral;
Misturas hidroalcoélicas, agua Saponinas, taninos.
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Uma vez estando purificadas as amostras, a determinaciio da estrutura
molecular é obtida através do uso em conjunto de técnicas espectrais, tais como
ultravioleta (UV); infravermelho (IV); espectrometria de massa (EM), que pode
ser acoplada a um cromatdgrafo gasoso (CG/MS); ressondncia magnética
protonica (RMN 'H) e de carbono 13 (RMN "C), tém permitido propor com
seguranca a estrutura molecular das substincias naturais. Além disso, anélises de
determinagdo da atividade Gtica e difragdo de raios-X, quando possivel,
possibilitam avaliar a estereoquimica real destas moléculas (Cechinel Filho e
Yunes, 1998; Falkenberg, Santos e Simdes, 1999).

A espectroscopia no ultravioleta (UV) e no visivel estdo dentro das
técnicas mais ficeis vsadas na determinagdo de estruturas orginicas e sdo
determinadas apenas pelo indice de refragio e medidas de rotagio Sptica. A
absorg@o molecular na regidio do ultravioleta e do visivel do espectro depende da
estrutura eletrdnica da molécula. Na prética, ela ¢ limitada, na maior parte, aos
sistemas conjudados (Silverstein, Bassler e Morrill, 1994 ¢ Lambert et al., 1998).

O infravermelho (IV) é um método répido e simples que obtém
informagGes preliminares da identidade das moléculas orginicas através da
posi¢do e tamanhos relativos das bandas de absor¢Ses. O espectro é projetado
pela porcentagem de radiagdio IV, que passa através de uma amostra (% de
transmissdo), versus o comprimento de onda da radiagio (Lambert et al., 1998).

O espectrometro de massa (MS) examina o resultado dos elétrons como
um espectro de ions separados na base da razio massa/carga (m/z), através do
bombardeio das moléculas na fase vapor com um feixe de elétrons de alta
energia. A principal contribui¢do do espectrometro de massa é determinar o peso
molecular (Silverstein, Bassier e Morrill, 1994 e Lambert et al., 1998).

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) fornece
informagdes sobre tipos, nimeros e conectividade dos dtomos em particular. A

RMN pode ser aplicada em moléculas em qualquer estado de matéria. A
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determinacgdo de quase todas as moléculas organicas e bioldgicas comega com
esta técnica, a qual é a ferramenta quimica mais direta para identificar a
estrutura, tanto de compostos puros quanto de misturas de compostos. O
processo envolve virias representagdes experimentais para deduzir a estrutura
molecular a partir de propriedades magnéticas dos micleos atémicos e dos
elétrons circunvizinhos (Lambert et al., 1998).

Com o desenvolvimento das técnicas espectroscopicas, tem-se
conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas de
constituintes naturais a até pouco tempo dificeis de serem identificadas
(Cechinel Filho e Yunes, 1998). Virios autores citam a identificacdo de
compostos puros utilizando-se as diversas técnicas de identificagdo aplicadas
para cada caso em especial. A alantoina foi identificada em Cordia ecalyculata
Vell. (Boraginaceae) pelo uso de andlise elementar de CHN, IV e RMN 'H e 5C
(Saito, Oliveira e Alvarenga, 1985). Compostos identificados em folhas e células
de Cordia verbenaceae L. (Boraginaceae) foram caracterizados como sendo
flavonoides  7,4’-diidroxi-5’carboximetoxiisoflavona e 7.4’ diidroxi-5-
metilisoflavona, através de espectrometria no IV, UV, EM e RMN 'H (Lameira,
1997). A elucidacdo do flavonéide trixol em folhas frescas de Trivis vauthhieri
DC (Asteraceae), que mostrou resultados tripanossomicidas eficientes em
ensaios in vitro, foi possivel pela utilizacio de técnicas modernas de RMN e de
EM (Ribeiro et al., 1999). As naftoquinonas (lapachol, desidro-o-lapachina e o-
lapachona) foram quantificadas no extrato etandlico das raizes de Zeyheria
montana Mart. (Bignoniaceae), sendo suas estruturas confirmadas comparando-
se 0s dados das espectrometrias no IV, RMN 'H e C e de massas com dados de
literatura (Jacome et al., 1999).

Com relagdo ao isolamento dos constituintes volateis, sio conhecidas
conhecem-se numerosas técnicas baseadas nos métodos de destila¢ao aquosa. Os

oleos essenciais, como misturas de compostos quimicos vegetais volateis



imisciveis com a dgua sdo, na sua grande maioria, extraidos pelo processo de
arraste a vapor d’agua. A hidrodestila¢@o e destilagdo com solventes constituem
outras técnicas, também empregadas na extragdo de compostos volateis. A
técnica por arraste a vapor consiste em rasgar o material vegetal fresco e colocar
em um recipiente através do qual se faz passar uma corrente de vapor d’agua,
com ou sem pressdo (Craveiro et al., 1981; Matos, 1988 e Costa, 1994a). Este é
o mais utilizado por apresentar extrema simplicidade, baixo custo, bom
rendimento e facilidade de execugdo (Pereira, 1999).

Charles e Simon (1990), citados por Oliveira (1997), avaliaram trés
métodos de extragdo de Oleo: extragdo por solventes, arraste a vapor e
hidrodestilacao, utilizando as espécies aromaticas Ocimum kilimandscharicum
Guerke (Lamiaceae) e O. micranthum.Willd. (lamiaceae). Verificaram que a
quantidade obtida por arraste a vapor foi alta em comparagio com outros
métodos. Utilizando amostras de folhas secas de 10, 15, 20 e 75 g, os referidos
autores mostraram que, para estas espécies, a quantidade da amostra nao
influencia o teor de 6leo essencial. Baseados nestes dados, afirmam que
pequenas quantidades de material podem ser usadas, sendo possivel extrapolar
as produgdes, e que a habilidade de coletar pequenas quantidades de material
pode ter valor para pesquisas quando o material vegetal ¢ limitado.

Hoje, as técnicas de anélise dos 6leos essenciais sdo, provavelmente, as
mais avancadas e rapidas, permitindo, pelo uso do cromatégrafo gasoso
acoplado ao espectrometro de massa, a separagio e identificagdo de constituintes
presentes em pequenissimas quantidades de oOleo essencial (Matos, 1988);

entretanto, dependendo do caso, outras técnicas espectrais s3o necessarias.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Departamento de Agricultura e no Laboratério de Quimica Orgénica
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras, no municipio
de Lavras, Estado de Minas Gerais, Brasil.

3.1 Testes experimentais para a propagacdo in vitro de Tournefortia cf
Ppaniculata

3.1.1 Efeito da concentraciio dos sais do meio MS no estabelecimento de
explante primario de Tournefortia of paniculata

Segmentos nodais jovens derivados de planta cultivada por estaquia em
casa de vegetagdo com idade de 5 meses, foram utilizados como fonte de

explante primdrio. Estes foram lavados em dgua corrente por 30 minutos ¢ em
seguida desinfestados com uma solugio de Q-Boa® a 40%, tendo uma

concentra¢do de hipoclorito de sédio, variando entre 1 a 1,5%, acrescido de 3
gotas de Tween 20, sob agitagio mecénica por 10 minutos. Posteriormente, em
camara de fluxo laminar horizontal, estes foram lavados quatro vezes com agua
destilada autoclavada.

Os explantes foram excisados em tamanhos de 15 a 20 mm e inoculados
verticalmente no meio de cultura, na propor¢do de um segmento por tubo.
Quatro tratamentos (T) foram utilizados: T1= MS + 100 mg.L* de 4cido citrico
+ 1,0 mg.L" de AG; + 0,5 mgL" de ANA; T2 = MS + 100 mg.L" de acido
citrico; T3 = MS/2 + 100 mg.L"' de 4cido citrico; T4=MS/2 + 100 mg.L? de
acido citrico + 1,0 mgL" de AG; + 0,5 mg.L" de ANA. Todos solidificados
com 0,6% de dgar.

O material foi cultivado em tubos de ensaio de 25 x 150 mm tampados

com tampa pléstica e vedados com parafilme. Em cada tubo, utilizaram-se 15
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mL de meio de cultura. Estes tiveram o seu pH ajustado a 5,7 + 1 antes de serem
autoclavados a 120°C, durante 20 minutos. Os explantes foram cultivados em
fotoperiodo de 16/8 horas Iuz/escuro, sob intensidade luminosa de 25 umol.m™
25, a temperatura de 26 + 1°C.

A avaliagio foi realizada aos 28 dias quanto as varidveis de respostas:
desenvolvimento de brotagGes, tamanho médio das brotagdes, formagio de
calos, matéria fresca, desenvolvimento foliar, formacdo de raizes e oxidagdo. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 7

repetigGes por tratamento.

3.1.2 Efeito do meio de cultura no estabelecimento do explante secundsrio
de Tournefortia cf paniculata

Segmentos nodais provenientes de plantulas de Tournefortia cf
paniculata pré-estabelecidas in vitro, em meio WPM sem regulador de
crescimento, com idade de 45 dias, foram excisados em cdmara de fluxo laminar
horizontal, em tamanhos entre 15 a 20 mm. Estes foram inoculados
verticalmente na proporgéio de um segmento por tubo, em 15 mL de meio de
cultura basico MS completo e diluido a metade dos sais dos macro e
micronutrientes e meio de cultura basico WPM solidificado com 0,6% de agar.

O material foi cultivado em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, tampados
com tampa plistica e vedados com parafilme. Em cada tubo utilizaram-se,
aproximadamente, 15 mL de meio de cultura. Estes tiveram o seu pH ajustados a
5,7+ 1 antes de serem autoclavados a 120°C, durante 20 minutos. Os explantes
foram cultivados em fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, sob intensidade
luminosa de 25 pumol.m™2s™, i temperatura de 26 + 1°C.

As varidveis de respostas avaliadas foram: nimero da brotagdo; tamanho
da brotagdo; nimero de raiz; tamanho de raiz; matéria fresca da brotagdo;

matéria seca da brotagdo; matéria fresca da raiz e matéria seca da raiz. O
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delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), perfazendo 16
repetigdes, que foram submetidos a 3 tratamentos, avaliados em duas épocas, aos
30 e 45 dias ap6s a instalagiio do experimento. Foram aplicadas as médias entre

os tratamentos o teste de Tukey.

3.1.3 Efeito da concentragfio de BAP na cultura de segmentos nodais de
Tournefortia of paniculata

Segmentos nodais provenientes de plintulas de Tournefortia cf
paniculata, pré-estabelecidas in vitro, em meioc WPM sem regulador de
crescimento, com idade de 60 dias, foram excisados em cimara de fluxo laminar
horizontal, em tamanhos aproximados de 15 a 20 mm, e inoculados
verticalmente na proporgdo de um segmento por tubo, em meio basico WPM
solidificado com 0,6% de agar e suplementado com 0; 0,5 e 1,0 mg.L™' de BAP.

O material foi cultivado em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, tampados
com tampa pléstica e vedados com parafilme. Em cada tubo utilizaram-se 15 mL
de meio de cultura. Estes tiveram o seu pH ajustados a 5,7 + 1, antes de serem
autoclavados a 120°C, durante 20 minutos. Os explantes foram cultivados em
fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, sob intensidade luminosa de 25 pmol.m’
257, a temperatura de 26 + 1°C.

Neste experimento foi feita uma avaliagéo aos 55 dias. Para as varidveis,
nimero e tamanho da brotagdo, foram utilizadas 18 repeti¢des por tratamento,
sendo que 6 amostras de cada tratamento foram tomadas para avaliagdo da
matéria seca da parte aérea. O delineamento experimental foi o inteiramente

casualizado, sendo as médias ajustadas por equagges de regressio polinomial.
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3.1.4 Alongamento e enraizamento das brotacbes em Tournefortia cf
paniculata

A partir dos resultados do experimento anterior, individualizaram-se as
rosetas obtidas pelos efeitos da citocinina (BAP) nos segmentos nodais de
Tournefortia cf paniculata. Estas foram inoculadas em meio basico WPM
solidificado com 0,6% de agar, sob as mesmas condigées de -cultivo
estabelecidas nos demais experimentos.

Neste ensaio, tivemos um tratamento em que foram utilizados explantes
correspondentes aos tratamentos WPM+0,5 mg.L"' de BAP ¢ WPM+1,0 mg.L”
de BAP do experimento anterior, perfazendo 50 repetiges por concentragéio de
BAP. O parametro avaliado foi apenas a formagdo completa da plantula.

3.1.5 Aclimataciio de Tournefortia cf paniculata

Plantulas micropropagadas a partir de segmentos nodais de Tournefortia
cf paniculata, em meio WPM ausente de regulador de crescimento com idade de
55 dias, foram transferidas da condi¢dio in vitro para ex vitro. A aclimatizagdo
foi realizada na casa de vegetacio do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, onde as plintulas foram transferidas para copos
plasticos com capacidade de 100 mL, contendo o substrato comercial
(Plantimax®). Apés 30 dias, as mudas foram transplantadas para vasos plasticos
de 5 litros contendo 0 mesmo substrato. A irrigagio foi feita pelo sistema de
nebulizag3o intermitente. A manutengiio do nivel de luz na casa de vegetagdo foi
feita com sombrite a 50%. A avaliagdo foi realizada aos 30 ¢ 150 dias, quanto a

sobrevivéncia da planta.
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3.2 Calogénese em folhas de Tournefortia cf paniculata

3.2.1Efeito de diferentes concentragdes de BAP e condighes de
luminosidade na indugiio de calos de Tournefortia cf paniculata

Folhas jovens provenientes da planta adulta cuitivada em horta caseira,
no municipio de Lavras, Minas Gerais, foram utilizadas como fonte de explante
primério para inducdo de calos em Towrmefortia cf paniculata. A planta
fornecedora do material foi pulverizada, 4 dias antes da inoculagfio, com uma
solugdo de 2 g.L” de fungicida comercial Benlate®.

As folhas jovens foram selecionadas e lavadas em 4gua corrente por 30
minutos, sendo, em seguida, desinfestadas com uma solugdo de Q-Boa® a 40%,

acrescido de 3 gotas de Tween 20, sob agitagdo magnética por 10 minutos. Em
cémara de fluxo laminar horizontal, estas foram lavadas por 5 vezes com agua
destilada autoclavada. As folhas foram excisadas com drea aproximada de 100 a
150 mm’, permanecendo parte da nervura central e parte do limbo, e inoculadas
em meio basico MS suplementado com 0,5 mg.L” de ANA+1,0 mg.L" de BAP
e com 0,5 mgL' de ANA+2,0 mgL"' de BAP. Os tratamentos foram
submetidos a duas condicdes de luminosidade, uma sob condigbes de
fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, sob intensidade luminosa de 25 pmol.m
%s™, A temperatura de 26 + 1°C, e outra na auséncia de luz, sob as mesmas
condi¢bes de temperatura.

O meio de cultura foi solidificado com 4gar a 0,6% e seu pH ajustado em
5,7 £ 1, antes de ser autoclavado a 120°C, por 20 minutos. O material foi
cultivado em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, tampados com tampa plistica e
vedados com parafilme. Em cada tubo, sob a forma inclinada, foram utilizados
15 mL de meio de cultura.

Os explantes foram avaliados aos 40 dias. Os pardmetros avaliados

foram presenca de calos, tamanho do calos, cor do calos, presenca de reages de
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oxidagdo e presenca de raizes. Para avaliagdo do pardmetro tamanho do calos,
foram considerados P=pequeno (< 0,5 cm); M=médio (0,5 a 1,0 cm) e G=grande
¢ 1,0cm).

Os calos do tratamento no escuro foram mantidos nos mesmos meios de
indugdo, sendo repicados em intervalos de 27 a 30 dias. Na quarta subcultura, os
calos do MS+0,5 mg.L"' de ANA+1,0 mgL’' de BAP que apresentaram os
mesmos aspectos das subculturas anteriores foram divididos em dois tratamentos
MS+0,5 mg.L" de ANA+0,5 mg.L" de BAP e MS+0,5 mg.L” de ANA+1,0
mg.L"' de BAP. Estes foram avaliados aos 28 dias.

3.2.2 Efeito de diferentes concentracies de TDZ na induciio de calos de
Tournefortia cf paniculata

Neste teste, as folhas foram obtidas a partir de plantulas estabelecidas in
vitro em meio WPM. Estas foram excisadas em drea aproximada de 100 a 150
mm’, permanecendo parte da nervura central e parte do limbo, e inoculadas em
meio basico MS suplementado com 0,5 mg.L™! de ANA+1,0 mg.L" de TDZ (T1)
ecom 0,5 mgL’ de ANA+2,0 mg.L"' de TDZ (T2).
O meio de cultura foi solidificado com agar a 0,6% e seu pH
ajustado em 5,7 + 1, antes de ser autoclavado a 120°C, por 20 minutos. O
material foi cultivado em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, tampados com tampa
plastica e vedados com parafilme. Em cada tubo, sob a forma inclinada, foram
utilizados 15 mL de meio de cultura. Os parimetros de indugéo avaliados aos 40
dias foram presenga de calos, tamanho do calos, coloragdo, presenca de reagdes
de oxidagdo e presenca de raizes. Para avaliagio do pardmetro tamanho do calos,
foram considerados P=pequeno (< 0,5 cm); M=médio (0,5 a 1,0 cm) e G=grande

(> 1,0 cm). Os calos do T2 foram mantidos no mesmo meios de indugao.

28



3.2.3 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de Tournefortia cf
paniculata

Calos derivados de segmentos foliares de Tournefortia cf paniculata
mantidos em meio basico MS suplementado com 0,5 mg.L" de ANA+1,0 mg.L"
de TDZ, tiveram sua curva de crescimento estabelecida.

Para a determinagdo desta curva, foram pesados 10 calos para cada
ponto, retirados ao acaso, em intervalos de 4 em 4 dias, até o periodo de 40 dias.
Avaliou-se o0 peso fresco e 0 peso seco dos calos, sendo os tltimos submetidos &
secagem em estufa ventilada a 45°C, até peso constante.

-

3.3 Abordagem fitoquimica

Foram analisadas amostras a partir das folhas in vivo e in vitro. Cada
material foi submetido a uma metodologia de extragfio, conforme descritas
abaixo. Com excegéo dos componentes da fragio volatil, todos os extratos foram
purificados utilizando-se CLC e silica gel 70-230 mesh da Merck®, eluida com
solventes em ordem crescente de polaridade de acordo com cada caso em
particular, sendo monitoradas com CCD preparativa em silica gel G tipo 60 da
Merck®.

Os extratos foram concentrados em evaporador rotatério Biichi R-114
sob pressdo reduzida. Os espectros de infravermelho foram registrados no
Departamento de Quimica Orgénica da UFLA, no espectrofotdmetro modelo
FTIR-8201 A, do fabricante Shimadzu, utilizando-se pastilhas de KBr como
suporte. Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho de ponto de fusdo
Biichi 535. As anilises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa foram realizadas pelo Laboratério SINC do Brasil Instrumentagéo
Cientifica Ltda., em aparelho Shimadzu modelo LCMS QP8000.
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3.3.1 Abordagem fitoquimica a partir da planta in vivo de Tournefortia cf
paniculata

As folhas foram coletadas em horta caseira da cidade de Lavras, as
13:00 horas no més de novembro, época da floragdo. Estas foram trituradas com
auxilio de um triturador tipo Politron®. Posteriormente, foram pesados 500 g de
material verde e este foi, entdo, submetido a extragiio por maceragio a frio, em
ambiente ausente de Iuz, com solventes de polaridades crescentes.
Primeiramente, macerou-se o material verde por 8 dias, em hexano; em seguida,
este foi filtrado a vacuo, em funil de Biichner, e logo apés o filtrado foi
concentrado em evaporador rotatorio, obtendo-se o extrato bruto hexinico.
Secou-se o residuo vegetal em estufa ventilada a 30°C. Apds a secagem,
macerou-se 0 residuo em cloroférmio, submetendo-o 3 mesma metodologia
acima, assim como com o acetato de etila e metanol. O processo de extragdo
utilizado esta esquematizado na Figura 3.

O extrato bruto clorofémico (3,115 g) fracionado em CLC foi eluido na
seguinte série de solventes: hexano; cloroférmio; acetato de etila; acetato de etila
e metanol:cloroférmio 1:1; etanol; metanol e dgua, sendo monitorados com
CCD. Em seguida, as fragdes foram concentradas em rotavapor. Destas, a fragdo
acetato de etila e metanol:cloroformio 1:1 foi submetida a um segundo
fracionamento utilizando-se cloroférmio, acetato de etila ¢ metanol como
eluentes. Estas fragdes, apds concentradas em evaporador rotatorio, foram
analisadas através de CCD. Da fraciio intermedidria acetato de etila e metanol,
ap6s sucessivas recristalizagdes, isolou-se uma substéncia, a qual foi analisada
em CCD, sendo o valor de Rf calculado a partir da média dos resultados de trés
placas; ponto de fusdo; solubilidade, IV e cromatografia liquida acoplada &
espectrometria de massa.

Outra substincia foi isolada, do extrato bruto acetato de etila (0,25 g),

apés fracionamento em CLC na série de eluentes: hexano; cloroférmio; acetato
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de etila; etanol; metanol e acido acético, monitorados com CCD e concentrados

em rotavapor. Esta foi analisada através das mesmas técnicas utilizadas para o

extrato bruto cloroférmico.
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FIGURA 3 Esquema geral da extragio dos metabolitos secundirios com

solventes de polaridades crescentes modificado (Matos, 1988).
Laboratério de Quimica Organica, UFLA, Lavras, MG, 2000.
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3.3.2 Abordagem fitoquimica dos componentes voléteis a partir da planta in
vivo de Tournefortia cf paniculata

Foram utilizadas 13 g de folhas frescas rasgadas coletadas em horta
caseira da cidade de Lavras, MG, em um dia com clima frio e nublado. Na
extragdo dos componentes da fragdo volatil, utilizou-se a técnica de destilagiio
por arraste a vapor d’dgua, que consiste em passar uma corrente de vapor d’igua
através de um recipiente que contém o material vegetal. Assim, o vapor d’agua
arrasta os produtos voldteis existentes no material e a mistura de vapores é
conduzida a um condensador em que os vapores voltam ao estado liquido, sendo
o hidrolato (mistura agua/Oleo essencial) recolhido em um baldo coletor,
mantido em agua e gelo.

Foi coletado um litro de hidrolato, o qual foi dividido em 5 partes, sendo
cada porgio submetida a extragdo com 100 mL de diclorometano em funil de
separacdo. Os extratos orgdnicos provenientes deste fracionamento foram
reunidos e secos com uma pequena porgio de sulfato de magnésio anidro. O sal
foi removido por filtragdo simples e o solvente evaporado em rotavapor, sendo
determinada a massa residual.

Os componentes do dleo essencial tiveram sua solubilidade determinada
¢ foram analisados em CCD em silica gel G tipo 60 e silica gel F, ambas da
Merck®, sendo revelados em atmosfera de iodo e luz ultravioleta 254 nm,
respectivamente. Posteriormente, foram levados para anilise em IV, CG/EM e
RMN “Ce'H.

3.3.3 Abordagem fitoquimica a partir da plantula in vitro de Tournefortia cf
paniculata

Plantulas obtidas in vitro em meio WPM, a partir de segmentos nodais
de Tournefortia cf paniculata, tiveram suas folhas excisadas, as quais foram

pesadas e estocadas em freezer a -20°C, até obtencdo de 180 g de material verde.
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Posteriormente, as folhas foram secas em estufa com circulagdo de ar a 30°C,
obtendo-se 21 g de material seco. A extragio foi processada com solventes de
polaridade crescente, conforme descrito no item 3.3.1.

Fracionou-se 0,3 g de extrato bruto cloroférmico em CLC na série
seguinte de eluentes: acetato de etila, etanol, metanol, 4cido acético e 4cido
acético:dgua 3:2. Na fragfio 4cido acético:agua 3:2, apés evaporagdo dos
solventes, obtiveram-se cristais, os quais foram submetidos is anélises rotineiras

realizadas para as substincias purificadas do extratos da planta in vivo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes experimentais para a propagaciio in vitro de Tournefortia cf
paniculata

4.1.1 Efeito da concentracfio dos sais do meio MS no estabelecimento de
explante primirio de Tournefortia cf paniculata

O estabelecimento in vitro do explante proveniente de material in vivo, é
uma das fases mais criticas em culturas de tecidos. Nesta fase o indice de
sobrevivéncia costuma ser baixo em fungio da resisténcia do explante aos
procedimentos de desinfecgfio, contaminagio, oxidagdo e sua adequagdo as
condigdes de cultivo estabelecidas.

Conforme ji mencionado, é a primeira vez que se estuda 0 marmelinho
in vitro. Portanto, em um estudo preliminar, segmentos nodais jovens
provenientes de plantas cultivadas em casa de vegetagdo foram desinfestados
com dgua sanitiria comercial a 40% e estabelecidos em meio bdsico MS
completo. Observou-se que a desinfestagio do explante foi 85% eficiente,

entretanto houve 100% de oxidagdo dos segmentos nodais inoculados no meio
MS.
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Para controlar a oxidagdo dos explantes, os segmentos nodais foram
cultivados em meio basico completo e metade da forca dos sais do MS
suplementado com um antioxidante, o dcido citrico. Observou-se que a
concentrag¢@o dos sais do meio MS foi circunstancial na indugiio de oxidacao.

Caldas e Taketomi (1993), em testes iniciais com a cultura in vitro da
casca e cidmbio vascular de jabuticabeira (Myrciaria caulifiora Berg.
(Myrtaceae), observaram morte em todos os explantes devido a uma intensa
oxidagdo e alta porcentagem de contaminagdio. Uma eficicia na reducdo da
contaminag@o foi conseguida pela introducdio de Benlate no meio nutritivo em
concentragdes de 10 a 100 mg.L"'. Quanto a redugio da oxidagio, um fato
interessante ocorreu, nos meios nutritivos utilizados por Caldas e Taketomi, MS;
B5 (Gamborg et al, 1968, citado por Caldas e Taketomi, 1993); Y2 Knop’s
(Gautheret, 1959, citado por Caldas e Taketomi, 1993) e modifica¢des do meio
Knop’s, houve oxidag@o dos explantes e formagiio de mancha escura nos meios
nutritivos. Entretanto, quando se eliminou, essencialmente, o FEEDTA de
qualquer um destes meios, eliminou-se, também, a oxida¢do dos explantes, pois
o ferro € cofator enzimitico.

Tal fato pode ter ocorrido com o marmelinho, pois quando se reduz a
metade a forga dos sais, reduz-se, também, o FEEDTA. Os explantes cuitivados
com a for¢a total dos sais do MS manifestaram maior oxidacio do que os
explantes em metade da forga dos sais, € a suplementagdo do 4cido citrico ndo se
mostrou muito eficiente em controlar a oxidag¢do. Entretanto, para afirmar esta
relagdo, novos testes deverdo ser realizados com o material proveniente da
planta in vivo.

Nesta fase de estabelecimento, foram também utilizadas no meio de
cultura uma auxina (ANA) e uma giberelina (AG;) para auxiliar na

sobrevivéncia e crescimento do explante.
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Observando-se a Tabela 3, nota-se que a concentragio de sais no meio
de cultura foi importante para o crescimento e desenvolvimento das brotagdes.
Nos tratamentos em que havia metade da for¢a de sais, houve consideravel
desenvolvimento de brotagdes. A suplementagdo de regulador de crescimento
ndo foi eficiente na sobrevivéncia e qualidade destas brotagdes. A auxina e a
giberelina induziram uma vitrificagdo (estado hiperhidrico) das folhas nestes

brotos, as quais se apresentaram estreitas em relagdo a folha normal.

TABELA 3 Desenvolvimento de brotagdes; tamanho das brotagdes (cm);
formagao de calos; matéria fresca (g); aspectos das folhas e raizes e
oxidagdo nos segmentos nodais provenientes de Tournefortia cf
paniculata cultivadas em casa de vegetacio. (T]— MS+100 mg.L"’
de acido citnco+1 0 mg.L de AG; + 0,5 mg.L' de ANA T2 =
MS+100 mg.L" de acido CItl’lCO, T3 = MS/2+100 mg. L de acido
citrico; T4—MS/2+100 mg.L” de 4cido citrico+1,0 mg.L" de AG; +
0,5 mgL"' de ANA). Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA,

Lavras, MG, 2000.

Varidveis de respostas Tl T2 T3 T4
Desenvolvimento de
brotagdes - - 100% 86%
Tamanho médio das
brotagGes (cm) i} ) 0.96 0,58
Formac3o de calos 100% 100% - -
Matéria Fresca (g) 1,55 1,17 0,55 0,42
Folhas normais cor verde
intenso N - 100% N
Folhas estreitas vitrificadas - - - 100%
Raizes grossas 100% - - -
Oxidagdo severa (-) | severa (+) | ausente ausente
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Em gemas apicais e basais de Solidago microgiossa D.C. (Compositae)
oriundas de casa de vegetagdo, Faria, Pinto e Deschamps (1993) também
observaram que a utilizagdo de reguladores de crescimento mesmo em baixas
concentragdes, ndo apresentaram vantagens, ao contrario causaram fitotoxidez
ao tecido, e através dos resultados obtidos com o marmelinho, os melhores
foram aqueles tratamentos que utilizaram a metade da forca dos sais do meio
MS, isento de regulador de crescimento.

Quando os segmentos nodais foram cultivados na forga total de sais do
MS, com e sem reguladores de crescimento, este induziu a formag¢do de calos e
ndo houve desenvolvimento das brotagGes, justificando-se 0s maiores pesos da
matéria fresca apresentado na Tabela 3.

A Figura 4 nos mostra o aspecto das folhas nos tratamentos em que se
desenvolveram brotagGes, oxidagdo e a formagiio de calos descritas
anteriormente. Observa-se, também, a formac¢do de raizes grossas nos sais

completos do MS em virtude da presenga da giberelina e auxina.
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FIGURA 4 Morfogénese e calogénese de segmentos nodais de Tournefortia cf
paniculata cultivados in vitro, em diferentes concentragdes dos sais

do meio MS. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,
2000.
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4.1.2 Efeito do meio de cultura no estabelecimento do explante secundério
de Tournefortia cf paniculata

Os segmentos nodais oriundos de explante in vitro tiveram um
crescimento e desenvolvimento diferente em relagiio aos meios MS ‘completo e
metade da forga dos sais quando comparados com os explantes provenientes de
casa de vegeta¢do, mostrando o quanto o explante interfere nas culturas in vitro.

Os segmentos nodais inoculados em meio MS; MS/2 e WPM, avaliados
apods 30 e 45 dias, ndo apresentaram diferengas significativas quanto ao niimero
de brotos entre os tratamentos e épocas de avaliagio. Comportamento diferente
ocorreu no estabelecimento in vitro de algumas cultivares de pessegueiro
(Prunus sp.), em diferentes meios de cultivo. Observou-se que os meios MS % e
SH (Schink e Hildebrant, 1972 citados por Rodrigues et al.,1999) foram
melhores que os meios MS e Villegas na porcentagem de segmentos nodais
brotados (Rodrigues et al.,1999).
Ao contrdrio, como podemos observar através da Figura 5, o tamanho da
brotagdo apresentou diferenga significativa quanto ao fator época de avaliagio.
Por outro lado, as médias do tamanho da brotagdo calculadas pelo teste de Tukey
entre os tratamentos, ndo apresentaram diferengas estatisticas. Todavia, pela
anilise da Figura 5, percebe-se que o nicio WPM em qualidade da pléntula foi
melhor dentre os trés meios estudados. A mesma resposta foi encontrada em
estudos com Pterodon pubescens Benth. (Leguminosae) realizados por Coelho
(1999), em que os segmentos nodais foram melhor estabelecidos em meio WPM
quando comparados com o meio MS. Em Toumejbrtia cf paniculata, quando se
comparou o meio WPM com o meio bisico completo do MS em relagdo ao
tamanho das brotagGes, notou-se um incremento de 30% neste pardmetro. Além
disso, quanto a aparéncia fisica da plantula in vitro, observou-se um crescimento
vigoroso dos segmentos nodais inoculados no meio WPM, ao contririo dos

outros tratamentos nos quais se percebeu amarelecimento de algumas folhas, que

38



@EMs OMS2 OWPM

TAMANHO DE BROTACAO (cm)

30 45
AVALIACAO (DIAS)

Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

FIGURA 5 Tamanho médio de brotagdes formadas a partir de segmentos nodais
de marmelinho cultivados in vitro em meios de cultura MS; MS/2 e
WPM. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,
2000.

foi mais exacerbado no meio MS completo.

O meio de cultura MS é o meio mais concentrado em termos de micro e
macronutrientes. Este comportamento das plantulas pode ter ocorrido em fungdo
de uma fitotoxidez causada pela alta concentragdo de sais deste meio. De acordo
com Sato et al. (1999), o méio basico utilizado nesta fase de multiplicagdo, na
cultura de tecidos, é o MS; entretanto, diversos trabalhos tém mostrado que a
concentra¢do de nitrato de aménio do MS ¢é téxica.

Resultados diferentes quanto a altura da brotagdo foram encontrados por
Cerqueira (1999). Este, ao estudar o estabelecimento in vitro de segmentos
nodais de Tridax procumbens L. (Asteraceae) em diferentes concentragdes do
meio MS (12,5; 25; 50 e 100%), observou que o tratamento com 50% da

concentragdo do MS proporcionou maior altura da brotagio, diferindo
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estatisticamente dos demais tratamentos. Notou-se, neste estudo, que como o
marmelinho, Tridax procumbens, mostrou-se sensivel as altas concentragdes dos
sais do meio MS. Esta sensibilidade também foi detectada por Farias, Pinto e
Lameira (1996) em estudos com arnica silvestre, Solidago microglossa D.C.
(Compositae). O tratamento contendo metade dos sais do MS, dentre as
concentragdes de 25; 50 e 100% dos sais, foi o melhor para o estabelecimento in
vitro dos segmentos nodais nesta espécie.

Analisando os dados da Tabela 4, quanto ao niimero e tamanho médio
de raizes, observou-se a superioridade do meio WPM. Ao analisar as médias do
niamero ¢ tamanho das raizes entre os tratamentos observou-se que o meio WPM
diferiu dos demais a nivel de significincia de 1%, pelo teste de Tukey (Figuras 6
e7).

TABELA 4. Valores médios das varidveis de respostas dos segmentos nodais de
marmelinho inoculados em meio MS; MS/2 ¢ WPM aos 30 e 45
dias de cultivo. N.°(ntimero); TAM(tamanho em centimetros); MF
(matéria fresca em gramas); MS (matéria seca em gramas).
Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

TRATA- | AVALIA- RAIZ
MENTO CAO N°. TAM (cm) | MF (g) MS (g)
MS 30 0,9357 0,7375 0,0158 0,0013
45 1,8884 2,4125 0,0735 0,0046
MS/2 30 1,3098 3,2812 0,0768 0,0069
45 1,6806 3,2812 0,1279 0,0085
WPM 30 1,7939 4,9062 0,1056 0,0076
45 3,0788 6,4687 0,1927 0,0098

PARTE AEREA (BROTACAO)

MS 30 1,3483 1,4812 0,1230 0,0185
45 1,3583 2,4375 0,2103 0,0273
MSP2 30 1,2916 1,7937 0,1253 0,0192
45 1,2693 3,0375 0,2021 0,0267
WPM 30 1,2693 1,8125 0,1285 0,0165
45 1,3500 3,1625 0,2426 0,0260
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Com isto, podemos inferir que ndo s6 os reguladores de crescimento
afetam a inducdo e crescimento das raizes, mas também a concentragiio dos sais.
Resultados semelhantes foram encontrados por Ishida et al., 1993. Estes
observaram que as concentra¢des dos sais do MS também influenciaram no
enraizamento in vitro de brotagdes adventicias do porta-enxerto de macieira ‘M-
7'. Brotos com aproximadamente 2 cm foram colocados para enraizar no meio
MS com 100; 75; 50; 25 e 0% dos sais minerais e AIB (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg.L"
". Na avaliagio efetuada aos 30 dias apés a inoculagdo, o melhor enraizamento
obtido foi em 75% dos sais suplementado com 1,0 mg.L™" de AIB.

Em rela¢do a matéria seca das raizes do marmelinho cultivadas in vitro
(Figura 8), confirma-se a superioridade do meio basico WPM em relacdo ao
meio basico MS e MS/2. Certamente, uma boa formagdo do sistema radicular

propicia uma melhor aclimatag¢iio das plantulas.

ORAIZ ECAULE

0,0273
0,0267
0,026

MATERIA SECA ()

TRATAMENTOS

FIGURA 8. Matéria seca da raiz e parte aérea dos segmentos nodais de
marmelinho cultivados in vitro em meios de cultura MS; MS/2 e
WPM. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,

2000.
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A melhor época de repicagem € aos 45 dias, pois se observa um
desenvolvimento significativo a nivel de 5% na parte aérea. O marmelinho,
diferentemente da macieira estudada por Ishida et al. (1993), independe de
reguladores de crescimento para o enraizamento das brotagdes, o que é uma

vantagem do ponto de vista comercial.

4.1.3 Efeito da concentraciio de BAP na cultura de segmentos nodais de
Tournefortia cf paniculata

Os segmentos nodais de marmelinho mostrou-se eficiente no
estabelecimento in vitro, conforme discutido anteriormente; assim objetivou-se
induzir multiplas brotagdes, visando a obtencdo de um protocolo de clonagem
rapida.

O BAP tem sido muito eficaz para promover multiplicacio em diversas
espécies e € citado como a citocinina por exceléncia na multiplicacio de
brotagdes e indugdo de gemas adventicias. Grattapaglia ¢ Machado (1990)
afirmam que o BAP € a citocinina mais potente para promover a proliferagido de
partes acreas, e ¢ economicamente melhor por ser mais barato.

De fato, diante dos dados obtidos, 0 BAP mostrou-se eficiente para a
indugdo de roseta (multibrotos) em segmentos nodais de marmelinho, como
mostra a Figura 9. Cerqueira (1999), em estudos com a propagacao in vitro de
Tridax procumbens, concluiu que entre 0 BAP ¢ o TDZ, 0 BAP foi o melhor
regulador de crescimento em todas as variaveis de respostas analisadas (altura da
plantula; nimero de brotos e raizes, peso da matéria fresca e seca da parte
aérea). Os mesmos resultados ja haviam sido obtidos por Franga et al. (1995),
citados por Franga (1999), quando estudaram a indu¢do de brotacdes em

segmentos nodais de Eclipta alba L. Hassk. (Asteraceae).
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FIGURA 9 Efeito das concentragdes crescentes de BAP em segmentos nodais de
Tournefortia cf paniculata cultivadas in vitro em meio WPM
suplementado com 0,0 (A); 0,5 (B); 1,0 (C) mg. L do regulador de
crescimento. Laboratorio de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,
2000.

Analisando a Tabela 5, podemos observar que no meio basico WPM nao
ocorreu indugdo de brotagdes, apenas o seu crescimento e desenvolvimento e, na
suplementagdo deste meio com 0,5 e 1,0 mg.L" de BAP, notou-se indugdo das
brotagdes. Estes dados podem ser comparados com aqueles obtidos por Pereira
(1999) em estudos com Echinodorus cf scaber Rataj (Alismataceae),
popularmente conhecida como chapéu-de-couro. Em relagdo ao tamanho médio
dos explantes, este autor obteve o melhor resultado utilizando apenas o meio MS
¢ induziu até 7 brotacdes a partir de segmentos nodais em meio MS

suplementado com 6 mg.L"' de BAP. Vantajosamente, o marmelinho exige uma



TABELA 5 Valores das médias ajustadas por equagdo de regressio para TB
(tamanho de brotos em centimetros); NB (nimero de brotos) e
PSPA (peso seco da parte aérea em gramas) em segmentos nodais
de marmelinho em concentragbes crescentes de BAP no meio
WPM. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,

2000.
BAP (m_g.L") TB (cm) NB PSPA (g)
0,0 4,9300 a 1,0278 ¢ 0,0325 a
0,5 2,8150 b 3,9444 b 0,0281 a
1,0 0,7000 ¢ 6,8611a 0,0238 a

Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

concentragdo 5 vezes menor que o chapéu-de-couro na indugdo do mesmo
namero de brotos por explante.

Verificando o efeito do BAP na multiplicagfio in vitro nos segmentos
nodais de Cattleya walkeriana Gardn. (Orchidaceae), Figueiredo et al. (1999)
observaram que similarmente ao marmelinho, 4 medida que as concentragdo de
BAP (0,0; 0,5; 1,0; 1,5 € 2,0 mg.L"") eram aumentadas no meio de cultura MS
suplementado com os compostos organicos de White, era também aumentado o
namero de brotos formados por explante. Paralelamente, o tratamento sem
regulador de crescimento foi o que apresentou maior média de crescimento dos
explantes.

Observando a Figura 9, podemos notar que altas concentragdes de
citocinina induzem a formagdo de brotagGes mas, geralmente, inibem a formagdo
de raizes. Estes dados estdo de acordo com aqueles citados por Pierik (1987)" e
Cerqueira (1999) em estudos de micropropagagio de Tridax procumbens. Este

obteve diminui¢io do niimero de raizes a medida que aumentou a concentragdo
de BAP.
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4.1.4 Alongamento e enraizamento das brotagdes de Tournefortia cf
paniculata

As citocininas pertencem ao grupo de reguladores de crescimento
utilizados para induzir brotagdes, sendo estas de tamanho reduzido,
apresentando pequenas folhas e com uma aparéncia ndo muito normal. Assim,
ap6s a indugio das multibrotagdes, € necessario o alongamento e o enraizamento
das brotacdes. Deste modo, os multibrotos formados no meio bisico WPM
suplementado com 0,5 ¢ 1,0 mg.L"! de BAP foram individualizados e cultivados

em meio basico WPM para alongar e enraizar (Figura 10).

0,5 mg.L” de BAP 1,0 mg.L” de BAP

FIGURA 10. Multibrotagdes de Tournefortia cf paniculata desenvo]vldas no
meio WPM suplementado com 0,5 e¢ 1,0 mgL" de BAP.
Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

I O autor considera 1 a 10 mg.L™" de citocininas como concentragdes elevadas.
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Todas as brotagdes provenientes de ambos os meios de cultura
enraizaram em WPM ¢ tiveram um bom crescimento ¢ desenvolvimento, sem a
necessidade de utilizar reguladores de crescimento, conforme se pode observar

na Figura [1.

FIGURA 11 Planwlas de Tourncfortia cf paniculata desenvolvidas a partir da
individualizagio de rosetas cultivadas em meio WPM. Laboratorio
de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras. MG. 2000.



Pereira (1999), ao individualizar as multibrotagoes obtidas na
inoculagdo de segmentos nodais de Echinodorus cf scaber em meio MS
suplementado com 6 mgL' de BAP, obteve, também, enraizamento e
desenvolvimento das brotagdes em meio MS ausente de regulador de
crescimento. Resuitados semelhantes foram encontrados em estudos com
Ipomoea batatas L. (Convolvulaceae), feitos por Martins (1997), que obteve
plintulas inteiras quando utilizou apenas o meio MS. Diferentemente, Lameira
et al. (1993) encontraram uma eficiéncia de 100% de enraizamento em
segmentos internodais de plantulas de ipecacuanha, Cephaelis ipecacuanha A.
Richard. (Rubiaceae), quando utilizaram os reguladores de crescimento AIB
(4,92 uM) e AGs (0,87 pM) no meio basico MS contendo 0,1% de carvao
ativado. Evidentemente, a cultura de tecido torna-se mais vantajosa quando

reguladores de crescimento s3o dispensaveis.
4.1.5 Aclimatac¢io de Tournefortia cf paniculata

Alguns problemas sdo freqlientemente encontrados nos processos de
aclimataciio. No processo de transferéncia das plintulas obtidas in vitro para a
condigdo ex vitro, a cuticula € freqiientemente menos desenvolvida devido a alta
umidade relativa dos frascos ser de aproximadamente 100%, resultando em
maior perda de agua quando ocorre a remogéo das plantas para o solo, onde a
umidade do ar é bem inferior. As folhas sfio mais finas e fotossinteticamente
menos ativas dificultando a adaptagdo is condigSes in vivo; a abertura dos
estomatos causa um grande estresse de agua durante as primeiras horas de
aclimatacio. A pobre conecgdo vascular entre brotos e raizes pode reduzir a
condugdo de dgua. A condigdo heterotrofica in vitro deve ser substituida pela
autotrofica in vivo - o agicar deve ser substituido através da fotossintese (Pinto e
Pasqual, 1990).
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Além disso, em condigdo de cultivo in vitro, a utilizagdo de agar como
substrato de sustenta¢do faz com que a plantula desenvolva um sistema radicular
bastante fragil (Miachir, 1992). Todavia, as plantulas micropropagadas a partir
de segmentos nodais de Tournefortia cf paniculata, em meio WPM ausente de
regulador de crescimento, aclimataram-se com 100% de sobrevivéncia na
condigdo estabelecida de sombrite a 50%, ndao se observando problemas de
adaptagdo. Ao contrario, o uso de sombrite 70% por 7 dias, seguido de sombrite
50% pelo mesmo periodo e sombrite 30% por 7 dias € que proporcionaram uma
taxa de sobrevida de plantulas de 97% na aclimatagio de Maclura tinctoria (L.)
Don ex Stend. (Moraceae) estudada por Gomes et al. (1999). Na Figura 12,
temos uma amostra de plantas de marmelinho aclimatizadas aos 30 e 150 dias,

ap6s a transferéncia para substrato comercial Plantimax® em casa de vegetacio.

FIGURA 12 Plantulas de Tournefortia cf paniculata com 30 e 150 dias apds a
aclimatagdo. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

49



4.2 Calogénese em folhas de Tournefortia of paniculata

4.2.1 Efeito de diferentes concentragdes de BAP e condigies de
luminosidade na indugfio de calos de Tournefortia cf paniculata

O métedo de desinfestagio foi eficiente para 83% dos explantes. A
calogénese a partir das folhas de marmelinho no meio MS+0,5 mg.L" de
ANA+1,0 mg.L" de BAP (T1) e MS+0,5 mg.L" de ANA+2,0 mg.L" de BAP
(T2), sob condi¢es de luz e escuro, apresentaram variagGes que podem ser
observadas na Tabela 6.

TABELA 6 Parimetros avaliados na indugdo de calos em folhas de Tournefortia
cf paniculata em diferentes concentrages de BAP e luminosidade:
presenga de calos (PC); tamanho calos (cm); oxidagdo (Oxid.).
Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

Tratamento  Regime  PC Tamanho (cm) Oxid.
<05 05210 >10

TI Escuro  12(16) 1 7 4 -

Liz 1116 8 3 9

T2 Escuro  15(16) 2 10 3 1

Luz___08(16) 5 2 1 7

Sob condigtes de luminosidade, observou-se que a indugdo dos calos
ocorreu de forma bastante lenta em relacio &queles cultivados na auséncia de
luz. A presenca de luz também influenciou as reagdes de oxidagdo, apresentando
coloragdo marrom escuro. Cerqueira (1999), ao verificar as condigdes de
luminosidade na indugdio de calos em explantes foliares de Tridax procumbens,
oriundos de casa de vegetagdo, em meio MS acrescido de ANA e BAP, ambos
na concentracgio de 2,0 mg.L", obteve respostas diferentes quando comparados

ao marmelinho. Segundo este, quando os explantes de Tridax foram expostos &

50



luz, apresentaram calos de cor verde, sugerindo um processo de biossintese de
clorofila. Ao contrario, reagdes de oxidagdo foram observadas quando o
marmelinho foi exposto & luz. No escuro, Cerqueira (1999) observou que os
calos exibiram coloragio branco-amarelado e apresentaram uma consideravel
consisténcia, enquanto na indugdo de calos em marmelinho, uma coloragdo
creme claro e consisténcia fridvel foram observadas. A exposi¢io a4 luz na
inducdo de calos em segmentos internodais em Phyllanthus niruri L.
(Euphorbiaceae), em meio de cultura MS suplementado com uma combinagdo
de ANA (1,34 uM) e AIB (4,92 ¢ 2,46 uM), apresentou os melhores resultados
obtidos pelos estudos de Becker (1997). Estas diferencas ocorrem comumente,
pois vérios fatores, como tipo de explante, meio nutritivo, concentragio de
reguladores de crescimento, dentre outros, interferem na aparéncia fisica dos
calos.

Com relacdo & luz, sabemos que esta é um fator indispensavel para
desencadear as rotas metabélicas na planta, podendo inclusive participar de
reagGes oxidativas. Segundo Pinto e Pasqual (1990), células danificadas com o
corte, especialmente de espécies lenhosas, liberam compostos fenélicos, os quais
se oxidam escurecendo o meio de cultura e tornando-o téxico ao explante. Estes
compostos geralmente sdo derivados da rota do chiquimato, em que oxidagdes
fenblicas sio comuns durante os processos biossintéticos. Outro fator que pode
ser atribuido como co-responsavel pela oxidagdo ¢ aquele que estimula a enzima
citocinina oxidase. Segundo Gaspar et al. (1996), alguns tipos de compostos
fendlicos, tais como 2,6-dimetoxifenol e 3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona,
parecem estimular tal enzima.

Na Tabela 6, podemos observar que entre os tratamentos no escuro,
ambos sdo adequados para indugiio; entretanto, quando se utilizaram 2,0 mgL"
de BAP, obtiveram-se 94% de induggo, e com 1,0 mg.L"' de BAP, obtiv_eram-se

apenas 75%. A coloragfio inicial dos calos, conforme ja referido, foi creme-

51



esverdeado, e apds subsegiientes repicagens, eles nio mantiveram esta
coloragdo, apresentando um marrom claro, que niio apresentou mudangas até a
terceira subcultura. Apés a quarta subcultura, ao final de 27 dias, dos 180 tubos
de cada tratamento, 51,4% e 100% dos calos dos tratamentos T1 e T2,
respectivamente, apresentaram uma coloragio marrom escuro. Os calos do T1
que ndo oxidaram por completo, apresentaram uma coloragdo heterogénea
marrom-claro a marrom. Em todas as condigdes, os calos apresentaram uma
consisténcia fridvel.

De acordo com estas observagdes, podemos levantar a hipétese de que os
fenomenos oxidativos ocorreram de forma gradativa. Provavelmente, a alta
porcentagem de oxidac@o dos calos do T2 na quarta subcultura foi devida a
maior concentragdo de BAP, enquanto os do T1 apresentaram-se com aspecto
fisico melhor. Entretanto, estes nio foram recuperados, provavelmente por causa
da acumulagdo de metabélitos toxicos no meio. Resultados diferentes foram
obtidos por Pereira et al. (1993) na manutengfio de calos provenientes de folhas
jovens de Tithonia diversifolia (Helms) Gray (Asteraceae). Este obteve induciio
efetiva de calos em combina¢Ges de ANA/BAP nas concentragdes de 2,5-5,0
mg.L"! e 1,0-2,0 mg.L", respectivamente. Estes, subcuitivados sistematicamente
em meio 2,5 mg.L”' de ANA e 2,0 mgL” de BAP, apresentaram-se bastante

homogéneos e fridveis.

4.2.2 Efeito de diferentes concentracdoes de TDZ na induciio de calos de
Tournefortia cf paniculata

Os calos induzidos com o regulador de crescimento TDZ apresentaram
uma melhor aparéncia fisica em relagio aqueles induzidos com BAP. Entretanto,
temos que considerar que os calos induzidos com TDZ foram com explantes
foliares estabelecidos in vitro, e aqueles induzidos com BAP foram com

explante oriundo de casa de vegetagéio. Os calos induzidos com TDZ mostraram
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uma coloragdo heterogénea branco-leitosa e creme-esverdeada, ndo
apresentando, portanto, problemas de oxidagdo. Similarmente, estudos
realizados por Abreu (1998) mostraram que a melhor fonte de explante para a
inducdo de calos em Cissus sicyoides L. (Vitaceae) foi a partir plantulas
estabelecidas in vitro.

As avaliagBes realizadas aos 40 dias na indugio dos calos estio
apresentadas na Tabela 7, em que podemos perceber que o meio MS+0,5 mg.L"-
de ANA+2,0 mg.L" de TDZ (T2) foi superior na indugio quando comparado
com o meio MS+0,5 mg.L"' de ANA+1,0 mg.L" de TDZ (T1).

TABELA 7 Parametros avaliados na indugfo de calos em folhas de Tournefortia
cf paniculata em diferentes concentragdes de TDZ: presenga de
calos (PC); tamanho calos (cm); oxidagdo (Oxid.); presenca de raiz
(PR). Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG, 2000.

Tratamento  Regime PC Tt 0 (cm) Oxid. PR
<0,5 0,5a1,0 >1,0

Ti Escuro  30(30) 28 04 - - 11

T2 Escuro  30(30) - 23 07 - 02

Nos dados obtidos pelo TI, observamos que o balango hormonal
auxina/citocinina nio se equilibrou adequadamente, pois cerca de 37% dos
explantes desenvolveram raizes, enquanto naqueles obtidos no T2, apenas 7%
dos calos manifestaram rizogénese, mostrando que houve suplantagio da
citocinina sobre a auxina.

Na manutencido do T2 no mesmo meio de cultivo, observou-se que os

calos ndo apresentaram a coloragéo inicial, a qual foi marrom-claro a marrom.
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Optou-se, entdo, pela redugdo & metade da concentra¢iio de TDZ, permanecendo
a coloragio marrom claro apés vérias subculturas. Em todas as condigdes, os
calos apresentaram consisténcia fridvel. Segundo citagSes de Pinto e Pasqual
(1990), os calos podem perder sua necessidade de reguladores de crescimento
apés repetidas subculturas, tornando-se autotréfico com relago a reguladores.
Assim, provavelmente, a diminui¢do na concentragdo de TDZ contribuiu para
que os calos ndo oxidassem.

Nos estudos de Becker (1997) com Phyllanthus niruri para determinacdo
do melhor regulador de crescimento na indugdo de calos, este observou que o
TDZ ndo foi o mais eficiente dentre os 4 testados (2,4-D, TDZ, ANA e AIB).
Entretanto, na manuten¢io em meio MS suplementado com 2,46 uM de AIB, os
melhores resultados foram aqueles em que se havia utilizado 4,54 uM de TDZ

na indugio.

4.2.3 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de Tournefortia cf
paniculata

As Figuras 13 e 14 ilustram a curva de crescimento dos calos, da matéria
fresca e seca, respectivamente, mantidos em meio MS+0,5 mg.L"' de ANA+1,0
mg.L"' de TDZ. Observou-se que o perfil da curva de crescimento obtido para
Tournefortia cf paniculata foi semelhante as curvas de crescimento encontradas,
na literatura, para outras culturas, apresentando 5 fases distintas, proporcionando
curvas do tipo sigméide.

Analisando-se esta curva de crescimento, observam-se resuitados
similares aqueles encontrados por Lameira (1997) na curva de crescimento de
calos de Cordia verbenacea. A fase lag, em que as células preparam-se para a
divisio, foi de aproximadamente 4 dias, seguida da fase exponencial de
crescimento celular, até o 12° dia. O periodo de crescimento linear ocorreu entre

o 12° dia e 34° dia. Nesse periodo, as células crescem, porém ocorre uma
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reducdo na taxa de divis@o celular. O periodo de desaceleragio do crescimento
dos calos ocorreu entre 0 34° ¢ 0 37° dia. Segundo Smith (1992), ¢ nesse periodo
que se deve fazer a transferéncia do cultivo para um novo meio nutritivo devido
a exaustdo dos nutrientes, produtos toxicos, secagem do dgar e a redugio de O,

no interior das células e calos.
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FIGURA 13 Curva de crescimento de calos da matéria fresca (g) formados a
partir de segmentos foliares de Tournefortia cf paniculata, durante
40 dias. Laboratorio de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,

2000.
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FIGURA 14 Curva de crescimento de calos da matéria seca (g) formados a partir
de segmentos foliares de Tournefortia cf paniculata, durante 40

dias. Laboratério de Cultura de Tecidos, UFLA, Lavras, MG,
2000.
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A fase estaciondria, na qual ndo ha sintese de biomassa, ocorreu a partir
do 38° dia. Lameira (1997) reporta que nesta fase ocorre 0 maior acimulo de
metabdlitos secundarios.

Resultados semelhantes foram encontrados por Deccetti et al. (1999), os
quais obtiveram um padrdo sigméide da curva e cinco fases de crescimento
distintas no estudo do crescimento de calos em explantes foliares de bertalha,
Baussingaultia baselloides HBK (Basellaceae); entretanto, a fase lag perdurou
até o 10° dia de cultivo. A fase exponencial ocorreu do 10° ao 20° dia de cultivo,
seguida da fase linear, até o 30° dia, e fase de desaceleracdo, entre o 30° e 35°

dia. A fase estaciondria ocorreu do 35° ao 42° dia de cultivo.

4.3 Abordagem fitoquimica

4.3.1 Abordagem fitoquimica a partir da planta in vivo de Tournefortia cf
paniculata

O residuo isolado e purificado do extrato bruto obtido em cloroférmio
(16,5 mg), denominado A6, caracteriza-se por um pod fino de coloragdo creme-
clara e inodor. Esta solubiliza-se em metanol e apresenta ponto de decomposigao
a 225°C. Através de CCD, detectou-se apenas uma mancha, sendo o melhor
comportamento cromatografico ocorrido com a elui¢ao em metanol, cujo valor
de Rf foi 0,79 apos revelagdo em atmosfera de iodo. O peso molecular fornecido
pela cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massa foi de 199,0
g/mol. O espectro de infravermelho apresentado pela Figura 15 caracteriza um
composto com grupo funcional amida. Neste destacam-se, na regido
compreendida entre 3600-2700 cm™, uma banda larga atribuida aos estiramentos
da ligagdo O-H e N-H sobrepostos com os sinais de absorgdes dos grupos

metilas (-CHj3), metilénicos (-CH,) e metinicos (-CH), que ocorrem entre 3000-



2700 cm®. Estas absorgSes se apresentam como um sinal largo devido a
ocorréncia de pontes de hidrogénio. Observam-se, também, sinais de absorgoes
fortes na regifio compreendida entre 1639-1550 cm™, caracteristica de
deformagées da ligagio N-H de amidas primérias ou secunddrias sobrepostas
com estiramento da ligagdo C=0. Préximo a 1400 cm™, encontram-se bandas de
absorgSes que sdo atribuidas a estiramentos das ligagdes C-N. Sinais
caracteristicos de vibragSes de estiramentos da ligagio C-O sdo observados na

regido entre 1053-1022 cm™.
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FIGURA 15 Espectro de infravermelho da amostra A6 de T ournefortia cf
paniculata. Laboratério de Quimica Orgénica, UFLA, Lavras,
MG, 2000.
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A substéncia isolada e purificada do extrato bruto em acetato de etila
(15,7 mg), denominada A7, foi obtida na eluigéio da fragdo intermediaria entre
metanol e dcido acético. Esta apresenta-se por um p6 fino de coloragdo bege e
inodor; solubiliza-se em metanol e apresenta ponto de decomposi¢do a 210°C. A
andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa nos
forneceu um peso molecular de 199,0 g/mol. Pela anélise do espectro de IV
apresentado na Figura 16, verificamos uma banda larga situada
aproximadamente entre 3629-2700 cm™, atribuida aos estiramentos simétricos e
assimétricos das ligagdes O-H e N-H sobrepostos com os sinais de absor¢des de
estiramento da ligagdo C-H dos grupos metilas (-CHj;), metilénicos (-CH>) e
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FIGURA 16 Espectro de infravermelho da amostra A7 de Tournefortia cf

paniculata. Laboratério de Quimica Orgédnica, UFLA, Lavras,
MG, 2000.
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metinicos (-CH), que ocorrem préximo a 2970-2760 cm™. Sinais fortes de
absorgbes sdo observados na regido préxima a 1570 cm”, caracteristicos de
deformacGes angulares das ligagGes N-H de amidas primdrias ou secundirias
sobrepostas com estiramento da ligagio C=0. Aproximadamente entre 1452-
1415 em”, encontram-se bandas de absorgdes que sdo atribuidas a estiramentos
das ligagdes C-N. Sinais caracteristicos de vibrag3es de estiramentos da ligagdo
C-O sio observados na regido entre 1047-1022 cm™.

Devido 4 semelhanca dos espectros de infravermelho e igualdade de
massa moleéular, podemos sugerir que as amostras A6 ¢ A7 se tratam do mesmo
composto. Entretanto, somente com dados de RMN PC e 'H poderemos afirmar
tal resultado.

4.3.2 Abordagem fitoquimica dos componentes voliteis a partir da plantula
in vivo de Tournefortia cf paniculata

A massa obtida da fragiio volitil das folhas do marmelinho caracteriza
um liquido viscoso amarelo esverdeado, de odor refrescante picante, com
rendimento percentual de 0,385 g Os desenvolvimentos cromatograficos em
CCD, utilizando-se silica gel 60 G e silica gel GF,s,, procederam-se de forma
unidimensional e ascendente, sendo que o melhor resultado obtido foi com a
mistura binaria dcido acético:metanol 1:2. As placas cromatogréficas preparadas
em silica gel 60G e silica gel GF,s, foram reveladas em iodo (Rf: 0,68) e luz
ultravioleta 254 nm (Rf: 0,60), respectivamente. O espectro de infravermelho,
apresentado na Figura 17, apresenta caracteristicas de grupamentos C=0 de
compostos carbonilados. Destacam-se sinais de absor¢des de estiramento da
ligagdo C-H de grupos metilas, metilénicos e metinicos, que ocorrem
aproximadamente entre 2960-2854 cm™. Aproximadamente em 1732 cm™ nota-

se um pico de absorc#o, o qual é caracteristico de estiramentos das ligagdes C=0
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de ésteres, que ocorrem na regifo compreendida entre 1750-1735 cm’
(Silverstein, Bassler e Morrill, 1994 e Pavia, Lampman e Kriz, 1996). Entre
1260-1000 cm™ ocorrem fortes bandas de absorgdes que podem ser atribuidas a
vibragGes de estiramentos simétricos das ligagdes C-O. Com base nos dados de
infravermelho, podemos inferir que o Oleo obtido apresenta, entre outros,
componentes com grupamentos caracteristicos de ésteres conjugados.
Entretanto, somente com os dados das anilises de CG/MS e RMN “C e 'H
poderemos inferir a estrutura quimica do composto majoritirio predominante
nesta amostra.
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FIGURA 17 Espectro de infravermelho do éleo essencial de Tournefortia cf
paniculata. Laboratério de Quimica Orginica, UFLA, Lavras,
MG, 2000.
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4.3.3 Abordagens ﬁtoqmmlcos a partir da planta in vitro de Tournefortia cf
paniculata

A substincia isolada do material in vitro, denominada All (4,5 mg),
caracteriza-se por cristais de coloragdo branco leitosa, de odor acido; solubiliza-
se em metanol e decompde-se a 234°C. Nio foram observadas manchas nas
CCD realizadas; entretanto, o espectro de infravermelho apresentado na Figura
18 mostra, na regido compreendida entre 3629-2800 cm’, uma banda larga
atribuida aos estiramentos das ligagées O-H sobrepostos com os sinais de
absor¢des de estiramento da ligagdo C-H dos grupos metilas, metilénicos e
metinicos. Esta banda larga pode ser atribuida a pontes de hidrogénio da
hidroxila alcodlica. Sinais de absorgdes entre 1654-1620 cm™ sio atribuidos &
presenca de grupos carbonila conjugados. Entre 1200-1050 ¢cm™ ocorre uma
absorgio forte correspondente a vibragdes de estiramentos das ligagdes C-O. O

peso molecular fornecido pela cromatgrafia liquida acoplada  espectrometro de
massa foi de 199,0 g/mol.
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FIGURA 18 Espectro de infravermelho da amostra All de Tournefortia cf
paniculata. Laboratério de Quimica Orgéinica, UFLA, Lavras,
MG, 2000.



5 CONCLUSOES

- Os segmentos nodais sdo explantes eficientes para o estabelecimento de
Tournefortia cf paniculata in vitro;

-0 meio WPM ausente de regulador de crescimento é o mais eficiente para o
desenvolvimento e crescimento da plantula:

- a melhor época de repicagem € aos 45 dias;

-a suplementacdo com 1,0 mgL” de BAP induz formagio de multiplas
brotagdes (7 brotagdes/segmento);

-as brotagOes enraizam em WPM ausente de regulador de crescimento e
aclimatam com 100% de sobrevivéncia;

-0 melhor tratamento na indugdo de calos em explantes foliares de Tournefortia
cf paniculata foi a combinagdo de 0,5 mg.L"' de ANA e 2,0 mg. L de TDZ em
meio basico MS, sob auséncia de luz e explante proveniente de cultura in vitro e
combinagdes de 0,5 mg.L"' de ANA e 1,0 mg. L' de TDZ sdo mais eficientes na
manuten¢io dos calos;

-a curva de crescimento celular dos calos mantidos no meio MS suplementado
com 0,5 mgL" de ANA ¢ 1,0 mg. L de TDZ apresentou padrio sigméide e 5
fases distintas, num periodo de 40 dias de crescimento in vitro;

-na abordagem fitoquimica, isolou-se e purificou-se uma substincia das folhas in
Vivo que apresenta peso molecular de 199,0 g/mol, e devido a semelhanca dos
dados das anilises espectrométricas, inferimos tratar-se da mesma substancia, a
qual apresenta os seguintes grupos quimicos: carbonila (C=0); amino (-NH);
hidroxila (-OH); metilas, metilénicos e metinicos (-CH);

-a substancia isolada e purificada das folhas in vitro apresenta peso molecular de
199,0 g/mol, ponto de fusdo 234°C e apresenta os seguintes grupos quimicos:

carbonila (C=0); hidroxila (-OH); metilas, metilénicos e metinicos (-CH):



-dentre os componentes encontrados no O6leo essencial, provavelmente o
majoritdrio apresenta um grupo carbonilico, caracteristico de um éster

conjugado.
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ANEXO A
TABELA 1A

TABELA 2 A

TABELA 3 A

TABELA 4 A

ANEXOS

Resumo na andlise de varidncia do nimero de
brotagdes (NB), tamanho de brotacdes (TB), matéria
fresca das brotagdes (MFB) e matéria seca das
brotagdes (MSB) nas avaliagdes (30 e 45 dias) e
tratamentos (MS; MS/2 e WPM) dos segmentos
nodais de marmelinho cultivados in vitro. UFLA,
Lavras, MG, 2000..........cc.cceerereererererrorsresrrrsverereesersaeas

Resumo na andlise de varidncia do nimero de raiz
(NR), tamanho de raiz (TR), matéria fresca da raiz
(MFR) e matéria seca da raiz (MSR) nas avaliagdes
(30 e 45 dias) e tratamentos (MS; MS/2 e WPM) dos
segmentos nodais de marmelinho cultivados in vitro.
UFLA, Lavras, MG, 2000.. veorsesesasesenes

Resumo da anilise de varidncia para TB (tamanho de
brotagcdes em centimetros); NB (nimero de
brotagGes) e PSPA (peso seco da parte aérea em
gramas) em segmentos nodais de marmelinho em
concentragdes crescentes de BAP no meio WPM.
UFLA, Lavras, MG, 2000

Regressdo polinomial para TB (tamanho de brotagoes
em centimetros); NB (nimero de brotagdes) e PSPA
(peso seco da parte aérea em gramas) em segmentos
nodais de marmelinho em concentra¢Ges crescentes de
BAP no meio WPM. UFLA, Lavras, MG, 2000...........
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TABELA 1 A Resumo na anélise de varidncia do niimero de brotagdes (NB), tamanho de brotagdes (TB), matéria fresca

das brotagdes (MFB) ¢ matéria seca das brotagSes (MSB) nas avaliagdes (30 e 45 dias) e tratamentos
(MS; MS/2 e WPM) dos segmentos nodais de marmelinho cultivados in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2000.

CAUSA DA VARIACAO QUADRADO MEDIO
NB TB MFB MSB
Avaliagdo 0,0125408™  33,6066699°  0,2064429° 0,0018166°
Tratamento 0,0430995™  2,6253137™  0,0045131™  0,0000313™
Avaliagiio X Tratamento 0,0222095™  0,3319782™  0,0029750™°  0,0000058
Repetigdo (Avaliagdo. X Tratamento) 0,0333798 2,6277083 0,0106917 0,0001636
Resfduo 0,0330559 1,8361805 0,008409 0,0000811

™ nio significativo.
significativo a nivel de 5% de probabilidade



TABELA 2 A Resumo na analise de varidncia do niimero de raiz (NR), tamanho de raiz (TR), matéria fresca da raiz
(MFR) e matéria seca da raiz (MSR) nas avaliagdes (30 e 45 dias) e tratamentos (MS; MS/2 e WPM) dos
segmentos nodais de marmelinho cultivados in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2000.

8L

CAUSA DA VARIACAO G.L. QUADRADO MEDIO
NR TR MFR MSR
Avaliagdio 1 18,1429803 %  27,9503789™  0,1023120™ 0,1762763 "
Tratamento 2 10,3563639°  136,6068923°°  0,0877318™ 0,1760469 **
Avaliagio X Tratamento 2 1,7128092™  7,0129327™  0,0029455™ 0,1664102
Repeticdo (Avaliagdo. X Tratamento) 18 0,4052515 4,4498606 0,0113196 0,0001534
Residuo 72 0,6507349 6,1715286 0,0102849 0,0001766
TOTAL 95

NS niio significativo.
:' significativo a nivel de 1% de probabilidade
significativo a nivel de 5% de probabilidade.



TABELA 3 A Resumo da anilise de varidncia para TB (tamanho de brotagdes
em centimetros); NB (nimero de brotagdes) € PSPA (peso seco
da parte aérea em gramas) em segmentos nodais de marmelinho
em concentragdes crescentes de BAP no meio WPM.. UFLA,

Lavras, MG, 2000.
FONTE DE L QUADRADO MEDIO
VARIACAO ' TB NB PSPA
Regressdo Linear 1 53,6787005 " | 102,0833333°° | 0,0002279°
Regressio Quadritica 1 19,5363993 ° 0,0277778% | 0,0000483 ™
Residuo 15 2,5390233 4,1838889 | 0,0000490

°. Significativo a 5% de probabilidade.
*". Significativo a 1% de probabilidade.

" ndo significativo.

TABELA 4 A Regressio polinomial para TB (tamanho de brotagbes em
centimetros); NB (nimero de brotagdes) e PSPA (peso seco da

parte aérea em gramas) em segmentos nodais de marmelinho
em concentragbes crescentes de BAP no meio WPM.. UFLA,

Lavras, MG, 2000.
~ - COEFICIENTE DE
FONTE DE VARIACAO EQUACAO DETERMINAGAO (RY)
Tamanho de Brotagges Y =5,7-13,07X + 8,84X2 R2=1,0
Nimero de Brotagdes Y =1,03+5,84X R?=09
Peso Seco da Parte Aérea | Y =0,03 -0,01X R?=0,8
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