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RESUMO

Este trabalho descreve a influéncia de fatores abioticos e bidtico na concentracdo de
metabdlitos secundarios de interesse farmacoldgico em plantas medicinais, ao
mesmo tempo que se propde a responder como esses fatores influenciam na
concentracdo de podofilotoxina e yateina em Leptohyptis macrostachys in vitro,
objetivo deste. A espécime Leptohyptis macrostachys foi estabelecida in vitro a partir
de sementes coletadas na regido da Chapada Diamantina-Ba; estudando o indice de
velocidade de germinacado, a germinabilidade e o tempo médio de germinacao de
sementes cultivadas em meio MS com diferentes concentracbes de sais
constituintes deste meio, bem como diferentes concentracdes de sacarose e acido
giberélico. Foi estudado também, como fatores abioticos (meio de cultivo, fontes de
carbono temperatura, fotoperiodo e trocas gasosas)e bidtico (reguladores vegetais)
influenciaram no desenvolvimento (quantidade de brotos folhas e raizes e presenca
de calos friaveis, compactos ou oxidados) e na producéo de podofilotoxina e yateina.
Para estudar a influéncia estes fatores na obtencdo destes metabdlitos, as plantas
foram maceradas a 40°C em etanol para a producéo do extrato. Este foi particionado
com agua e, apoés tratamento especifico, injetado no CLAE. Foi estabelecido um
protocolo de cultivo para Leptohyptis macrostachys a partir de sementes em meio
MS Y% suplementado com 1,5% de sacarose e 11,55uM de GAs; ndo houve
formacao significativa de calos nos tratamentos aplicados e a concentracdo da
podofilotoxina foi favorecida quando L. macrostachys foi cultivada em meio MS %
suplementado com 1,5% de sacarose, fechada com filme de PVC e mantida em sala
de crescimento a 30°C.

Palavras-chave: podofilotoxina, estabelecimento in vitro, multiplicagdo in vitro,

Leptohyptis, Lamiaceae.



ABSTRACT

This paper describes the influence of abiotic and biotic factors in the concentration of
secondary metabolites of pharmaceutical interest in medicinal plants, while it aims to
answer how these factors influence the concentration of podophyllotoxin and yateina
Leptohyptis macrostachys in vitro, this goal. The specimen Leptohyptis macrostachys
was established in vitro from seeds collected in the Chapada Diamantina-Ba;
studying the rate of germination rate, the germination and mean germination of seeds
grown on MS medium with different concentrations of salts constituents of this
medium as well as different concentrations of sucrose and gibberellic acid. Was also
studied, such as abiotic factors (culture medium, carbon source temperature,
photoperiod and gas exchange) and biological (plant growth regulators) influenced
the development (number of shoots and leaves and roots presence of friable callus,
compact or oxidized) and production of podophyllotoxin and yateina. To study the
influence of these factors in getting these metabolites, plants were steeped at 40 °C
in ethanol to produce the extract. This was partitioned with water and after a specific
treatment, injected into the HPLC. We established a protocol for Leptohyptis
macrostachys growing from seeds in ¥2 MS medium supplemented with 1.5%
sucrose and 11.55 mM of GA3, there was no significant formation of callus in
treatments applied and the concentration of podophyllotoxin was favored when L.
macrostachys was grown in %2 MS medium supplemented with 1.5% sucrose, closed
with PVC film and kept in a growth room at 30 °C.

Keywords: podophylotoxin, in vitro establishment, in vitro multiplication ,
Leptohyptis, Lamiaceae
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1 INTRODUCAO

Os metabdlitos secundarios de plantas ndo sdo produzidos necessariamente
sob todas as condi¢cbes e na maioria das vezes seu papel ndo é bem conhecido
(DEWICK, 2002).

Essas substancias representam uma importante fonte de compostos ativos
farmacéuticos, pigmentos, fragrancias, aditivos alimenticios, etc. Contudo, a
producdo de compostos fitoquimicos frequentemente envolve a extracado da planta
viva, que necessita, muitas vezes, de bastante tempo para se desenvolver, e isso

pode levar a extingdo de espécies nativas (VALLE, 2003).

Para transpor essa dificuldade, segundo Lourenco (2003) a producédo de
biomoléculas, como a chiconina, berberina e taxol, tem sido obtida via cultura de
células em escala industrial. Outra estratégia pode ser o aumento da biomassa, a

partir de ferramentas biotecnologicas, como no caso de raizes de ginseng.

Os processos biotecnologicos para o cultivo de células, tecidos e 6rgaos ou
de plantas integras para a producdo de compostos de interesse a sociedade, tém
sido considerados como sistemas de alto potencial para a superagédo de problemas
na producdo em campo de plantas. Dentre estes podem-se citar sazonalidade,
variacdo ambiental, localizacdo geogréfica, ataque de pragas e instabilidade politica

como interferentes na producao de substancias ativas (VALLE, 2003).

Para avaliar a formagdo dos compostos bioativos in vitro ou ex vitro, a
cromatografia € uma técnica amplamente utilizada. Esta técnica € fundamentada na
migracéo diferencial; os componentes de uma mistura podem ser separados na
cromatografia liquida, devido a diferentes interacdes entre a fase movel e
estacionaria (DEGANI, CASS & VIEIRA, 1998).

O tema deste trabalho versa sobre a influéncia de fatores abidticos e bibtico
na concentragdo de metabolitos secundarios de interesse farmacologico em
Leptohyptis macrostachysapos estabelecimento e multiplicagdo in vitro, a0 mesmo
tempo, se propde a responder o quanto esses fatores influenciam na producao de

podofilotoxina e yateina em L. macrostachys cultivada in vitro.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia de fatores abidticos e bidtico na producdo de
podofilotoxina e yateina em Leptohypitismacrostachyscultivada in vitro.

1.1.2 Objetivos Especificos

. Estabelecer protocolo de germinacdo in vitro de Leptohypitis
macrostachys;

. Estabelecer protocolo de multiplicacdo in vitro de Leptohyptis
macrostachys;

. Avaliar o desenvolvimento de plantulas de L. macrostachys;

. Utilizar estratégias biotecnoldgicas para otimizar a producéo in vitro de
podofilotoxina e yateina;

. Contribuir para a compreensao da regulagcdo de podofilotoxina em
Leptohypitis macrostachys;

. Realizar extracdo e quantificar podofilotoxina eyateina em L.
macrostachys;

. Analisar os perfis cromatograficos dos extratos da planta em estudo;
1.2 JUSTIFICATIVA

SegundoLiebsch e Mikich (2009), os fatores que influenciam os ritmos
fenolégicos podem ser divididos em duas categorias: bidticos e abidticos. Os fatores
bidticos incluem adaptacbes morfologicas e fisioldgicas, aléem da interacdo com
polinizadores e dispersores.Os fatores abidticos incluem precipitacao, temperatura e

fotoperiodo,que séo considerados 0s mais importantes.

N&o s6 fatores abidticos como também a variabilidade genética das plantas
culmina num alto grau de inconstancia nos niveis de metabolitos
secundéarios(AFFONSO et al., 2009).
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Neste contexto, a cultura de tecidos pode ser usada para induzir modificacoes
qualiquantitativas na producdo destes metabdlitos pela alteragdo de nutrientes e/ou
reguladores nas condi¢gdes de crescimento in vitro(AFFONSO et al., 2009).

Assim, o0 uso de ferramentas biotecnoldgicas, tais como cultura de tecidos,
pode favorecer a producdo de metabdlitos secundarios a partir de uma fonte vegetal
homogénea e bem definida (AFFONSO et al., 2009).

As lignanas sdo metabdlitos secundarios produzidos a partir do acoplamento
oxidativo de unidades fenilpropanoidicas (C¢C3) oriundas da via chiquimato. Dentre
as lignanas de ocorréncia natural que apresentam propriedades farmacologicas
cabe destaque a podofilotoxina (DEWICK, 2002).

Trata-se de um composto farmacologicamente importante por sua atividade
anticancerigena. A podofilotoxina € um composto lider para a semi-sintese de
farmacos usados no tratamento de carcinomas,a saber: etoposide, teniposide e
etopofos (FARKYA, BISARIA e SRIVASTAVA, 2004).

A busca incessante por melhores tratamentos do céancer, o potencial da
podofilotoxina como composto lider, a escassa disponibilidade e as dispendiosas
técnicas de sintese organica tornam a sintese da podofilotoxina inviavel
comercialmente, mesmo diante da necessidade de sobreproducéo deste composto
(FARKYA, BISARIA e SRIVASTAVA, 2004).

Segundo Verpoorte, Contin e Memelink (2002), em alguns casos, 0 screening,
a selecdo de matrizes e a otimizacdo do meio de cultura pode aumentar de 20 a 30
vezes a producdo de metabdlitos. Assim, a cultura de tecidos ou de células torna-se
uma alternativa viavel para a producédo de podofilotoxina e, por conseguinte, pode

levar a redugéo do custo da semi-sintese dos farmacos antineoplasicos.

Dentre os géneros que apresentam maior abundéancia desta lignana lonkova (2007)

citam Hyptis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOTECNOLOGIA

A biotecnologia é voltada para a industria, baseada na busca e descoberta de
recursos biolégicos potencialmente exploraveis. Uma abordagem classica das
etapas do processo de busca e descoberta biotecnoldgica passa, resumidamente,
pela coleta de material bioldgico, seguida da selecdo e triagem de materiais com 0s
atributos desejados, selecdo final dos melhores candidatos a partir de uma lista
reduzida de opcdes e culmina com o desenvolvimento de um produto comercial ou
processo industrial (BULL et al, 2000).

A engenharia metabolica tem oferecido novas perspectivas para melhorar a
producdo de compostos de interesse. Esta abordagem pode ser utilizada para
aperfeicoar a producdo em cultura celular, na propria unidade ou até mesmo
nocultivo de outras espécies de plantas ou organismos (VERPOORT, CONTIN e
MEMELINK, 2002).

A biotecnologia vegetal constitui uma ferramenta importante na obtencéo de
biomoléculas de interesse farmacolégico e industrial, mostrando-se importante ainda
na descoberta e manipulacdo de enzimas chaves em rotas metabdlicas, o que
proporcionao controle e intensificagdo na producdo de moléculas bioativas
(LOURENCO, 2003).

A utiizacdo de técnicas biotecnolégicas em plantas tais como,
micropropagacdo, cultura de células e tecidos vegetais, biotransformacdo e
engenharia genética, pode resolver ou minimizar alguns dos problemas presentes no
ambiente. Estas técnicas visam o aumento e o direcionamento da propagacdo de
plantas superiores, além da producdo de metabdlitos secundarios que tenham
relevancia do ponto de vista terapéutico e que, por algum impedimento, hdo podem
ser produzidos por sintese (HOLTON et al., 1994; NICOLAU et al., 1994).

A cultura de tecidos € a ciéncia do crescimento de células vegetais, tecidos ou

organismos isolados a partir da planta made em meio artificial e condi¢cdes
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assépticas. Inclui técnicas e métodos usados para pesquisa em muitas disciplinas
botanicas e tém geralmente objetivos praticos (GEORGE, HALL & KLERK, 2008).

Atualmente, a tecnologia de cultura de tecidos vegetais figura como uma
promissora via na producdo de metabdlitos secundarios economicamente
importantes tais como, flavorizantes, corantes e produtos farmacéuticos em
ambientes controlados (TISSERAT & VAUGHN, 2008).

A cultura de tecidos pode ser empregada para a multiplicacdo de espécies de
dificil propagacéo e para a limpeza clonal, por meio da qual € possivel, em algumas
espécies, a producdo de mudas livres de virus (BRASIL, 2002).Pode ser utilizada
ainda na compreensao da nutricdo das células, bem como na elucidacéo das vias
metabdlicas e enzimas envolvidas na producdo de compostos bioativos,

consequentemente, favorecendo a sobreproducao destes (PEREIRA, 2003).

A micropropagacao é a técnica de maior aplicabilidade da cultura de tecido e
tem sido utilizada para multiplicar centenas de espécies medicinais. Essa técnica €
usada rotineiramente para aumentar a quantidade de genotipos selecionados, ou
para substituir acessos que tenham adquirido caracteres indesejaveis como baixa
produtividade e susceptibilidade as doencas (DEBNATH, MALIK e BISEN, 2006).

A propagacéao de plantas, através da cultura de tecidos, baseia-se no principio
da totipoténcia, o qual se considera que cada célula vegetal tem o potencial para
regenerar uma planta inteira. Assim, este principio pode ser aplicado na
regeneracao de plantas a partir de culturas celulares e de tecidos (BOTTA et. al.,
2001).

Com a propagacao de plantas através de cultura de tecidos torna-se possivel
propagarplantas “true-to-type” isto €, como clones. Estas plantas obtidasde cultura
de tecidos sdo chamadas de microplantas, podendo derivatizar-se de culturas de
tecidos de trés maneiras: a partir de gemas pré-existentes ou Qomos
primordiais(Meristemas) que sao estimulados a crescer eproliferar; morfogénese
indireta, quando novas gemasséao induzidas a se formar em tecidos desorganizados;
ou a partir de embrides somaticos, quelembram os embrides zigoticos, e que podem
crescer da mesma forma(GEORGE, HALL & KLERK, 2008).
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Os principais beneficios da aplicagdo de técnicas de micropropagacdo de

plantas medicinais sao:

a) Possibilidade de aumento rapido do numero de individuos
geneticamente idénticos a partir de plantas selecionadas;

b) Producao de mudas durante todo o ano;

c) A producdo de plantas com elevada qualidade sanitaria, livre de
patdgenos;

d) A possibilidade de conservacdo de germoplasma, garantindo a
manutengao da biodiversidade e;

e) Melhoramento genético de plantas por meio da associacdo de métodos
de cultura de tecidos e regeneragao in vitro (MULABAGAL e Hsin-
Sheng., 2004).

Esta técnica ainda pode ser empregada no sentido de resolver ou minimizar
problemas como dificuldade de identificacdo botanica, variabilidade genética com
alteracdes quantitativas nos metabolitos secundarios e pressdo antropica, seja na
multiplicacéo sistematizada de plantas elites pelo processo de micropropagacéo, ou
na producdo de metabdlitos secundarios que tenham relevancia do ponto de vista
terapéutico (PEREIRA, 2003).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no
Brasil (PNPMFB), grande parte da populacdo de paises em desenvolvimento
depende da medicina tradicional na ateng&o priméaria, tendo em vista que 80% desta
populacao utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85%

destes utilizam plantas ou preparacdes destas (BRASIL, 2006).

Os fitoterdpicos constituem importante fonte de inovagdo em saude, sendo
objeto de interesses empresariais privados e fator de competitividade do Complexo
Produtivo da Saude (BRASIL, 2006).

A conversdo de plantas e de suas partes, cujo valor medicinal tenha sido
confirmado pelas pesquisas, em farmacos para a populacdo esbarra na dificuldade

de se obter matéria-prima na quantidade e qualidade necessaria para suprir a
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demanda requerida pelo mercado nacional e internacional (AMARAL e SILVA,
2003).

A eficacia e seguranca de muitas plantas medicinais ja foram comprovadas
cientificamente o que as tornam legitimas como recurso terapéutico benéfico e
indispensavel para a humanidade (VEIGA JUNIOR, PINTO & MACIEL, 2005).
Entretanto, ha problemas de varios niveis que limitam o0 seu uso entre eles podemos

citar:

a. Dificuldade de identificacdo botanica, muitas plantas possuem
semelhancas morfolégicas que s6 podem ser distinguidas por
especialista;

b. Algumas espécies sintetizam o0s metabdlitos secundarios em
concentracbfes muito baixas 0 que exige processos de extracao
dispendiosos e elaboracdo de formulacbes farmacéuticas
complexas;

c. H& enorme variabilidade genética com alteracdes quantitativas e
qualitativas nos metabdlitos secundarios o que dificulta a obtencéo
de droga padronizada;

d. Muitas plantas estédo sob forte pressao antropica, expostas a eroséao
genética e reducdo drastica de populacdes endémicas o que
dificulta a utilizacdo em larga escala.

A limitacdo dos ambientes naturais, a baixa concentracdo de alguns produtos
de interesse, as dificuldades agricolas encontradas em algumas plantas medicinais
e aromaticas e o risco de extingdo de espécies tém estimulado nos ultimos anos as
pesquisas que visam a producdo in vitro de metabdlitos secundarios como
alternativa aos processos agricolas tradicionais (VERPOORTE CONTIN e
MEMELINK, 2002).

2.4 FAMILIA LAMIACEAE

Entre as principais familias botanicas representantes das plantas medicinais
esta a Lamiaceae, que é uma das maiores familias de Angiospermas. A familia
Lamiaceae € representada por diversas plantas medicinais e condimentares, tais

como, erva cidreira (Hyptis sp.), alfazema (Lavandula sp.), cordao-de-frade (Leonotis
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sp.), macaé (Leonurus sp.), orégano (Origanum sp.), boldo (Plectranthus sp.),

alecrim (Rosmarinus sp.), salvia (Salvia sp.) e tomilho (Thymus sp.) (VIANNA, 2009).

As Lamiaceae pertencem a ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca
de 200 géneros e aproximadamente 3.200 espécies distribuidas em todo o mundo
(BOTREL et. al., 2010).

No Brasil sdo conhecidos cerca de 30 géneros e 350 espécies e em outras
regides de Cerrado ao leste da América do Sul, a familia Lamiaceae € representada

principalmente pela subtribo Hyptidinae (SILVA et al., 2011).

Trata-se de uma vasta familia de distribuicdo cosmopolita, mas centrada,
principalmente, na regido mediterranea, onde constitui parte integrante da vegetacao
(FALCAO, FERNANDES e MENEZES, 2003).

Esta familia é um grupo taxonémico que tem sido extensivamente estudado.
A maior parte das espécies desta € herbacea e, na Venezuela, a maioria cresce em
florestas e em savanas. Algumas espécies sob radiacdo solar e outras sob sombra
das copas das arvores (CASTRILLO et. al., 2001).

E constituida por ervas, arbustos ou arvores; caules geralmente quadrados
em corte transversal. Outra caracteristica da familia € a presenca de pélos
glandulares, com 6leos volateis, e tectores (FALCAO e MENEZES, 2003).

O género Hyptis contém cerca de 400 espécies distribuidas desde o sul dos
Estados Unidos até a Argentina (FALCAO, FERNANDES e MENEZES, 2003). No

Brasil, concentra-se principalmente em estados centrais (ANDRADE, et. al., 2010).

Este género € rico em espécies de importancia econdbmica e
etnofarmacoldgica. As populacdes as utilizam para fins medicinais, no Brasil,
México, India, China, Equador, Tailandia, Caribe, Norte da Nigéria e em outras
localidades da Africa (FALCAO, FERNANDES e MENEZES, 2003).

A regido nordeste do Brasil possui uma grande diversidade de espécies
nativas do género Hyptis que sdo conhecidas por suas propriedades medicinais e

seu uso comum na medicina popular. Com o aumento do uso de terras para a
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agricultura e exploracdo de recursos muitas dessas espécies estdo em risco de

extinguir antes de serem estudadas (BLANK et al., 2008).

As espécies do género Hyptis se caracterizam pela presenca de substancias
com potencial farmacolégico bastante interessante, apresentando uma composicéo
muito rica em 6leos essenciais (FALCAO, FERNANDES e MENEZES, 2003).Vérias
espécies tém sido relacionadas a tratamentos de infec¢des gastrointestinais, célicas,

e dores, bem como em tratamentos de infec¢des de pele (AZEVEDO et. al., 2002).

Andrade et al. (2010) afirmam que espécies deste género sdo usadas a
medicina popular como antiinflamatérios, antinociceptivo, anticonvulsivante e
antiulcerogénica. Estudos demonstraram outras atividades biolégicas importantes
tais como, atividade antifungica, antibacteriana, antiulcerogénica, larvicida e
antidepressiva (BOTREL et. al., 2010).

A espécie mais estudada é a H. suaveolens, que em muitos paises é
considerada uma erva daninha como no norte da Austrélia, por exemplo, pois é
capaz de se regenerar apos ser destruida pelo fogo. H. suaveolens é a Unica das 25
espécies de Hyptis que teve a composicdo da mucilagem da casca da semente
estudada (FALCAO E MENEZES, 2003).

Dentre os metabdlitos secundarios caracteristicos desta familia cita-se o0s
terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos), compostos
fendlicos, sobretudo &cidos fendlicos, como o &cido rosmarinico além de
flavonoides. A presenca de metabolitos contendo nitrogénio, como os alcaloides, €
mais escassa (WINK, 2003).

Outra classe de metabdlitos secundarios de grande significado biol6gico
encontrado nas espécies da familia Lamiaceae é representada pelas lignanas, com
ocorréncia relatada apenas nos géneros Phlomis, Vitex, Mosla, Hyptis e Eriope
(BRANDAO, 2010).

Poucos estudos tém sido realizados com o género Hyptis no sentido de
promover o conhecimento do metabolismo secundario ou até mesmo causar

sobreproducdo dos metabdlitos de interesse farmacoldgico, ainda sendo este
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considerado um dos géneros que possuem grande quantidade de podofilotoxina
(IONKOVA, 2007).

Em 1982, Kadkade mostrou, pela primeira vez, que a cultura de calos
Podophyllum peltatum poderia ser uma importante fonte alternativa de
podofilotoxina. Apds isso foram desenvolvidas culturasin vitrode varias espécies de

plantas que fornecem diversos tipos de lignoides (FUSS, 2003).

Kuhnt, Rimpler e Heinrich (1994) foram os pioneiros na identificacdo de
podofilotoxina e seus derivados em fracdo do extrato de Hyptis verticillata. Desde

entdo tem se desenvolvido técnicas de extracao e isolamento desta substancia.

De acordo com Pastore et. al (2011), do género Hyptis foi separado,devido a
caracteristicas filogenéticas, o género Leptohyptis composto de seis espécies
endémicas da Caatinga e Campos Rupestres.Entre as espécies desse novo género,
destaca-se aleptohyptis macrostachys, objeto deste estudo, uma espécime
recorrente no semiarido nordestino vulgarmente intitulada “hortelda do mato” e
“alfavaca brava” com larga utilizacdo nas afeccdes do trato respiratorio (SOUZA et al
2012)

2.5METABOLITOS SECUNDARIOS

Como os animais, 0s vegetais sofrem constantes agressfes por agentes
bioticos e abidticos. Virus, bactérias, fungos, insetos e outros organismos podem
causar doencas, cada um por um mecanismo proprio, ou danos fisicos. Em geral,
agentes nao-biolégicos como radiacdo ultravioleta, temperatura, umidade e outros
danificam os tecidos (PINHEIRO, 2000).

As plantas, por ndo poderem se deslocar, desenvolveram mecanismos
sofisticados de defesa contra herbivoros, patégenos e outros agentes de estresse.
Alguns produtos do metabolismo das plantas tém forte acdo toxica e funcionam,
eventualmente, como defesa (OLIVEIRA, 2000).

Entende-se por metabolismo vegetal o conjunto de reac¢des quimicas que
ocorrem no interior das células e pode ser dividido em primario e secundario (SILVA,
2006).



27

Os metabdlitos primarios sdo encontrados em todos 0s vegetais e possuem
rotas metabdlicas que s@o essenciais ao desenvolvimento do individuo, a exemplo
dos aminoacidos, nucleotideos, acidos organicos, acil-lipideos e fitoesterdis.
Enquanto que, o metabolismo secundario abrange espécies quimicas que nhao
parecem participar diretamente nos processos de crescimento e desenvolvimento
vegetal (BUCHANAN, 2000).

As substéncias oriundas do metabolismo secundario foram inicialmente
consideradas como subprodutos do metabolismo primario. Posteriormente, com o
advento da tecnologia analitica, muitas fun¢bes foram elucidadas para estes
compostos (FUNASAKI, 2006).

A composicdo dos metabdlitos secundarios nas plantas € resultado do
balanco entre biossintese e transformacdes que ocorrem durante o crescimento, em
decorréncia principalmente de fatores genéticos, ambientais e do manejo
agrondmico utilizado (BOTREL et. al., 2010).

Desde o quarto século a.C haviam relatos sobre a preocupacdo quanto ao
periodo de coleta de plantas que serviam para o tratamento de males diversos. Nao
demorou até que essas observacdes levassem 0s pesquisadores a concluir que os
metabdlitos secundéarios tem uma interface com o ambiente circundante de maneira
tal que alteragBes no ultimo afetam as concentracdes dos primeiros (GOBBO-NETO
e LOPES, 2007).

Segundo Silva (2006), metade dos 25 medicamentos mais vendidos do

mundo tem sua origem em metabolitos secundarios de origem vegetal.

Os produtos vegetais constituem-se modelos para a sintese de analogos mais
potentes ou menos toxicos, como é o caso do acido acetilsalicilico. A producédo dos
metabdlitos secundarios tem sido realizada através de cultivo em campo, mas
muitas plantas sao de dificil adaptacao fora do ecossistema originario, dessa forma a

producao invitro torna-se uma alternativa (FUNASAKI, 2006).
As principais vantagens da producdo de metabdlitos vegetais in vitro séo

a. aindependéncia de fatores ambientais,
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b. o aumento do controle da producéo,

c. 0 uso de linhagens celulares que garanta uma qualidade consistente
do produto,

d. a viabilizacdo econbmica de produtos oriundos de espécies de dificil
cultivo,

e. a utilizagao de elicitores ou indutores no direcionamento da produgao e

f. o aproveitamento das biotransformac¢des que ocorrem durante o cultivo
de células vegetais in vitro (OGATA et al., 2004).

Os metabdlitos secundarios possuem estruturas moleculares diversas e
complexas. Entretanto, a maioria desses compostos pertence a diferentes classes,
com caracteristicas estruturais particulares devido a sua rota
biossintética(MEDRADO, 2011).

As principais classes de metabdlitos secundarios sdo policetideos ou acidos
graxos, terpenoides e esteroides, fenilpropanoides, lignanas, flavonoides, alcaloides,

aminoacidos e peptideos especiais ecarboidratos especiais (MEDRADO, 2011).

Os principais grupos de metabdlitos secundarios sabidamente sao o0s
alcaloides, os terpenoides e os flavonoides. Contudo, estudos recentes indicam que
os lignoides ocupam posicdo de destaque devido a ampla distribuicdo no reino
vegetal e & importancia tanto para as plantas, quanto para 0 homem. Esta classe
possui uma grande variacdo estrutural que implica diretamente na diversidade de

classes encontradas na natureza tais como, lignanas.

2.5.1Lignanas

Como varios outros metabdlitos secundarios, as lignanas representam um
meio de protecdo contra herbivoros e microrganismos que as sintetizam (AYRES &
LOIKE, 1990). Estas substancias tém sido encontradas em diversas partes das

plantas como as folhas, flores, frutos, casas e raizes (UHLE, 2006).

Devido ao elevado numero de lignanas distribuidas no reino vegetal, supfe-se
que as propriedades bioloégicas dessas substédncias sejam essenciais ao

desenvolvimento do proprio vegetal. Dessa forma, essas substancias podem ser
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aproveitadas pelo homem servindo de modelo para sintese de farmacos (BARROS,
2008).

O uso de plantas que produzem lignanas € recorrente na medicina tradicional
da China e do Japéo. Os amerindios e os nativos do Himalaia também ja conheciam
os beneficios e os perigos do manuseio destas plantas (AYRES & LOIKE, 1990).

Em todo o mundo inimeras atividades terapéuticas foram relacionadas com
as lignanas, tais como, purgativa, vermifuga, analgésica, antipirética, antirreumatica,
diurética, antimicrobiana, antioxidante, e citotdxica (AYRES & LOIKE, 1990).

As lignanas também podem apresentar atividade estrogénica e
antiestrogénica, dependendo da dose administrada, do tempo e do estadio de
desenvolvimento. Estas podem depositar-se nos tecidos e influenciar o estado

oxidativo de 6rgaos especificos como figado e glandulas mamarias (SALES, 2009).

As lignanas classicas e as neolignanas, os dois tipos de classificacdo
tradicionais desses compostos, diferem entre si pelo padrdo de ligacéo: as primeiras
apresentam suas unidades fenilpropanoide ligadas por padréo B- §’ (8-8’), enquanto
gue as neolignanas possuem padrdo de acoplamento diferentes deste. Seis
subclasses compdem as lignanas classicas: dibenzilbutanosidicas (A),
dibenzilbutirolactbnicas (B), arilnaftalénicas (C), dibenzociclooctadiénicas (D),
tetrahidrofuranicas (E) e furofuranicas (F) (Figura 1). (PAN, 2009).

O CHy
CHy

(A)

(D)
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Figura 1: Subclasses de lignanas: dibenzilbutanosidicas (A), dibenzilbutirolactdnicas (B),

A biossintese destes compostos tem sido de grande interesse,
principalmente, porque apresentam atividades biolégicas de interesse clinico.
Algumas sao usadas na medicina e como suplementos nutricionais, tais como
derivados semissintéticos da podofilotoxina em terapias contra o cancer e, a
sesamina na saude e na nutricdo (SUZUKI & UMEZAWA, 2007)

As lignanas séo produzidas a partir de unidades fenilpropanoidicas (CsC3) via
chiquimato. A condensacéo alddlica da D-eritrose-4-fosfato com o fosfoenolpiruvato
(PEP) catalisada por enzima resulta no acido chiquimico, cujo intermediario € o
acido 3-dehidroquimico. Este por sua vez sofre desidratacdo seguida de reducéo

para formar o acido chiquimico, como demonstrado na Figura 2 (DEWICK, 2002).
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Figura 2: Biossintese do acido chiquimico (DEWICK, 2002).

Ocorrea formacédo do &cido corismico através da adicdo do fosfoenolpiruvato
ao acido chiquimico ereacdes posteriores dao origem aos aminoacidos aromaticos
(triptofano, fenilalanina e tirosina). A Fenilalanina sofrea retirada de amonia para a

formacdo do &cido cindmico por meio da enzima fenilalanina amoénio liase (PAL),
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principal enzima da via do &cido chiquimico. Este Ultimo passa por sucessivas

reacoes sendo duas oxidagdes consecutivas na presenca de NADPH, uma

COSCoA CHO
COOH COOH COOH o ]
COOH ) =
= z = = L
= o, & o. f Je L\ e
. NADPH < NADPH =, T . ,I\/ j NADPH /[
> | = Sl B Lo L~ MeO »
_ = HO MeO™ 7" b Y
i OH
OH
OH OH ,
acido cinamico acido 4 - cumarico acido caféico acido feralico ! l“ NADPH
CH,OH

¢
®
MeO’K//"

OH

alcool coniferilico

Figura 3: Formacao do alcool coniferilico (DEWICK, 2002).
metilacdo, uma esterificacdo e duas reducbes dando origem ao alcool coniferilico

(Figura 3) (DEWICK, 2002).

Um elétron do grupo fendlico é entdo oxidado por uma peroxidase e resulta

em estruturas ressonantes na cadeia lateral (Figura 4).

CH,OH CH,OH CH50H
2 2 2 CH,OH
= e = .
- |
- _? —

MeO - MeO MeQ . MeOQ

OH €0 o
alcool coniferilico o

Figura 4: Estrutura ressonante(DEWICK, 2002).

Em seguida o &lcool coniferilico oxidado sofre ataque nucleofilico de duas
hidroxilas para formar o pinoresinol (Figura 5).

CH>O0H CH,OH

I I
+ —_—
MeO MeO
o o

MeO

pinoresinol

Figura 5: Formac&o do pinoresinol (DEWICK, 2002).
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As etapasseguintes,a partir de duas moléculas de pinoresinol,levam a
formacao do(+)-lariciresinol e (-)-secoisolariciresinol, via
pinoresinollariciresinolredutase, através de reducdes estereoseletivas sequenciais.
Osecoisolariciresinol é oxidado, pela secoisolariciresinol desidrogenase, formando (-
)-matairesinol. Este Ultimo €& considerado o0 precursor comum das
chamadaspodofilotoxinas. E entao formada a yateina, seguido
dadesoxipodofilotoxina, que sob acdo da desoxipodofilotoxina 6-hidrolase resultana
formacdo da B-peltatina e com a acédo da desoxipodofilotoxina 7-hidrolase,forma-se
a (-)-podofilotoxina (figura 10) (FUSS 2003, CANEL 2000).

OH 2
O
[e) : \ (o]
é (o]

CHs

podofilotoxina
HzC—0 O—CHj,

Q
CHy

Figura 6:Biossintese da podofilotoxina (BRANDAO. 2010)

2.5.2Podofilotoxina e derivados
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A podofilotoxinaé um composto farmacologicamente importante por sua
atividade anticancerigena; tem como precursor a yateina e € um composto lider para
a semisintese de farmacos usados no tratamento de carcinomas, a saber: etoposide,
teniposide e etopofos (Figura 7) (FARKYA, BISARIA e SRIVASTAVA, 2004).
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o
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\ 7/ %o 9
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. Bi'm,< o) e \< o) . ~-,,u\<
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H3CO /©\OCH 3 HsCO ; OCH 5 H3CO ~ ; “OCH

OH OH OPO(OH) ,

a b c

Figura 7: Estruturas do Etoposide (a), Teniposide (b) e Etopofos (c)

O maior efeito citotéxico da podofilotoxina é a inibicdo celular na metéafase,
inibindo a separagdo dos cromossomos, 0 que resulta na retencao da divisdo celular
no estado mitético do ciclo celular. Porém, devido ao fato destes efeitos atingirem
tanto células normais como células cancerigenas, 0 seu uso tem sido limitado
(DAVID, 2001).

Os derivados da podofilotoxina, o etoposide e teniposideinduzem a quebra
das ligacbes simples e duplas do DNA (DAVID, 2001). Estes se ligam a
topoisomerase Il levando ao bloqueio pré-mitético no final da fase S ou no inicio da
fase G2, dessa forma, impede que essa enzima repare as duas fitas de DNA que
foram previamente quebradas (BRANDAO et al, 2010).

O etoposide e o teniposide foram desenvolvidos na década de 1970 com o
intuito de minorar o efeito toéxico gastrointestinal. Posteriormente, foram introduzidos
no tratamento clinico com participacdo muito significativa no tratamento
quimioterapico do cancer (BRANDAO et al, 2010).

2.6CONSIDERACOES SOBRE A TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA — CLAE

A invencdo da cromatografia é atribuida ao botéanico russo Mikhael Tswett no
inicio do século XX. Esse método consiste na separacdo de misturas nas quais 0s
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constituintes se distribuem entre duas fases, uma estacionaria e outra movel que
percola através da primeira (LANCAS, 2009).

Esta separacdo pode ocorrer sobre diferentes superficies plana ou em tubo.
Baseando na forma fisica do sistema cromatogréfico classifica-se cromatografia
planar ou cromatografia em coluna (LANCAS, 2009). Outra classificacdo considera a
fase movel como parametro da separacao (DEGANI, CASS & VIEIRA, 1998).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificagdo de compostos por
comparacao com padrdes previamente existentes, para a purificacdo de compostos,
separando-se as substancias indesejaveis e/ou componentes de uma mistura
(DEGANI, CASS & VIEIRA, 1998).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em menos de trinta anos,
passou a ser um dos meétodos analiticos mais utilizados para fins qualitativos e
quantitativos. Este crescimento decorre da adaptabilidade para determinacdes
guantitativas com boa sensibilidade, a possibilidade de separar espécies nao
volateis e termicamente instaveis e podem ser utilizados em muitos campos da

ciéncia, como o da medicina (TOHNI et al., 2002).

Atualmente, o uso de técnicas hifenadas ou técnicas acopladas contribui com
estudos em produtos naturais de fragcdes semipurificadas. Sua principal vantagem
frente as técnicas espectroscopicas isoladas deve-se ao fato de utilizar pequenas
concentra¢cfes do analito na sua forma purificada;lsto ndo acontece com as técnicas
sem hifenagéo, que s6 séo validas ap6s um protocolo de purificacdo (RODRIGUES
et al, 2006)

Muitos laboratérios em todo o mundo utilizam de sistemas de CLAE em fase
reversa (CLAE-FR) que consistem de uma fase estacionaria de menor polaridade e
uma fase movel de maior polaridade, enquanto a fase normal tem as polaridades
invertidas. Dentre as vantagens destes sistemas destaca-se maior rapidez em
analises e boa reprodutibilidade dos tempos de retencdo, além de usar agua como
solvente (TOHNI et al., 2002).

Separacdes analiticas sdo predominantemente realizadas em fase reversa,

sendo a fase C18 (octadecilsilica) a mais usada, ao passo que sao preferidas fases
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que atuem no modo normal para fins preparativos, em vista de que separagdes no
modo reverso utilizam fases moveis aquosas (DEGANI, CASS & VIEIRA, 1998).

3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de cultura de tecidos da
Central de Laboratorios da EBDA (LCTV-CLA/EBDA) e no laboratério de pesquisa
em produtos naturais do Instituto de Quimica da UFBA (GPPN-IQ/UFBA).

3.1 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Leptohyptis macrostachys
3.1.1 Material vegetal

As sementes de L. macrostachys foram coletadas no municipio de Morro do
Chapéu, regido da Chapada Diamantina (Latitude: 11°35'53.0", Longitude:
04109'49.5" e altitude: 1086 m). As exsicatas foram depositadas no Herbéario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

3.1.2 Desinfestacao

As sementes foram submetidas a desinfestacdo com imersdo em &lcool a
70% (1min), seguido de hipoclorito de sodio (1,0% de cloro ativo) com uma gota de
detergente neutro (10min), finalizando com lavagem tripla em agua destilada e

autoclavada.

3.1.3Condi¢Oes de cultivo in vitro

As sementes foram inoculadas em tubos de vidro 20cmx1,5cm contendo

aproximadamente 10mL.

Para avaliar os experimentos de germinagao foram analisados os parametros

indice de velocidade de germinacéo (IVG), germinabilidade (G) e tempo médio.

Para avaliar os experimentos de multiplicagdo foram analisados os
parametros quantidade de brotos, de folhas e de raizes, além de presenca de calos

fridveis, compactos ou oxidados.
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Em todos os experimentos foi utilizado meio MS (Murashige e Skoog) com
variagbes na concentracdo dos sais e diferentes suplementagdes. A composicao do

meio MS esta descrita no anexo A.
3.1.3.1 Concentracédo dos sais do meio de cultura

Foram utilizados meio de cultura 1- MS com concentracdo total dos sais (MS
completo), 2- MS com concentracdo reduzida a metade (MS %) e 3- auséncia dos
sais do meio MS (agar), todos suplementados com sacarose (3%) e solidificados
com agar (0,7%).

3.1.3.2 Concentragéo da sacarose no meio de cultura

As sementes foram inoculadas em meio de cultura MS (Murashige e Skoog)
com metade da concentracdo total dos sais (MS %) sem suplementacéo,
suplementados com 1,5% de sacarose ou 3% de sacarose, todos solidificados com
agar (0,7%).

3.1.3.3 Avaliacéo do efeito do acido giberélico

As sementes foram inoculadas em meio de cultura MS (Murashige e Skoog)
com metade da concentracdo total dos sais, solidificado com 0,7% de &gar,
suplementados com 3% de sacarose e 2,88uM,5,77uM ou 11,55uM de &cido
giberélico.

3.1.3.4Condicbes experimentais

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem
para todos os meios testados. As plantas foram mantidas a 25 + 1C por 30 dias em
sala de crescimento com umidade relativa de 60% e radiacdo fotossintéticaativa de

30pmol.m?s™.
3.1.3.5Delineamento experimental

O delineamento experimental inteiramente casualizado com 5 repetigcdes por
tratamento, sendo cada repeticdo formada por 10 tubos para todos os experimentos

(concentracéo de sais, concentracdo de sacarose e regulador vegetal). Para andlise
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dos dados foi utilizado o programa SISVAR (FERREIRA, 2011) testados a 5% de

probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

Foram avaliados germinabilidade (%), indice de velocidade de germinacéo e
tempo médio de germinacdo (dias). Os tubos que apresentaram algum tipo de
contaminacdo foram desprezados e as avaliagbes permaneceram até que nao

fossem registradas germinacdes por 4 dias seguidostotalizando 30 dias.

Depois uma semana as sementes germinadas mantidas em agar foram
transferidas para meio de cultivo MS completo e MS %. As sementes germinadas em

outros meios foram multiplicadas apés 30 dias de cultivo (Figura 8).

Figura 8: Plantas germinadas in vitrode Leptohyptis macrostachys.

3.2 MULTIPLICACAO IN VITRO DE Leptohyptis macrostachys

As plantas germinadas in vitronos diferentes meios testados com 30 dias de

idade foram utilizadas como fonte de explantes.

3.2.1 Condicbes de cultivo in vitro

Os explantes (regidao do né) com aproximadamenteO0,5cm de comprimento
foram inoculados individualmente em tubos de ensaio com cerca de 10mL de meio

de cultura.

3.2.1.1 Concentracao dos sais e de sacarose no meio de cultura

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS (Murashige e Skoog)
com concentracdo total dos sais, e concentracdo reduzida a metade, ambos

suplementados com sacarose 3%(p/v)ou 1,5% (p/v) e solidificado com agar (0,7%).
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As culturas foram mantidas a 25 +2C por 30 dias em sala de crescimento com

umidade relativa de 60% e radiacéo fotossintética ativa de 30umol.m?s™.

3.2.1.2 Avaliacao do efeito de BAP e ANA

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS com metade da
concentracéo total dos sais, suplementados com 3% de sacarose e BAP (0, 4,44, ou
8,88uM) combinado com ANA (0, 5,37, ou 10,74uM) esolidificado com agar. As
culturas foram mantidas a 25 + 3T por 30 dias em sala de crescimento com

umidade relativa de 60% e radiacéo fotossintética ativa de 30umol.m?s™

3.2.1.3 Avaliacédo do efeito da temperatura

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS com metade da
concentracao total dos sais, suplementados com 3% de sacarose e solidificado com
agar. As culturas foram mantidas a 25 +2<C por 30 dias em sala de crescimento com
umidade relativa de 60% e radiacéo fotossintética ativa de 30pmol.m?s™ (controle)
ea30 +2°Cpor 30 dias em sala de crescimento com umidade relativa de 60% e

radiacéo fotossintética ativa de 30umol.m?s™,

3.2.1.4 Avaliagcdo do fechamento dos tubos

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS com metade da
concentracéo total dos sais, suplementados com 3% de sacarose e solidificado com
agar. Para esta condicao foi considerado dois tipos de fechamento dos tubos de
ensaio com PVC (ndo permite trocas gasosas) e com tampa de plastica (permite
trocas gasosas).As culturas foram mantidas a 25 + 3T por 30 dias em sala de
crescimento com umidade relativa de 60% e radiacdo fotossintética ativa de

30pmol.m?s™.

3.1.2.5 Avaliacao do fotoperiodo

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS com metade da
concentracdo total dos sais, suplementados com 3% de sacarose e solidificado com
agar. As plantas foram mantidas a 25 + 3T por 30 dias em sala de crescimento com
umidade relativa de 60% e radiacdo fotossintética ativa de 30pmol.m?s™, com

fotoperiodo de 16h/luz para o grupo controlee 8h/luz para o grupo teste.
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3.1.2.6Condi¢cdes experimentais

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem.

3.1.2.7Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo formada por 20 tubos para todos os
experimentos 0s concentracdo de sais x concentragdo de sacarose,temperatura,
fechamento dos tubos e fotoperiodo). O experimento com BAP e ANA foi elaborado
em arranjo fatorial 3x3. Para analise dos dados foi utilizado o programa SISVAR
(FERREIRA, 2011) testados a 5% de probabilidade e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey.

3.1.2.8Parametros avaliados

Foram feitas avaliacbes semanais nas quais se considerou: aquantidadede
brotos raizes e folhas, friabilidade e oxidacdo de calos, além das analises de
determinacado de podofilotoxina e yateina.

3.1.2.9Fitoquimica

A metodologia que se fez uso neste trabalho para as analises fitoquimicas foi
desenvolvida por Branddo(2010) quando este estabeleceu o0 método para
determinacdodas lignanas podofilotoxina, a-peltatina, B-peltatina, a-peltatina-5-O-f3-
D-glicopiranosideo e yateina, em 38 espécimes de vegetais.

a. Preparacédo dos extratos

As plantas cultivadas in vitro foram secas em estufa de circulacdo de ar
guente a 40°C por 48h. Para realizar a extracdo foram acrescidos 15mL de etanol a
cada 2g de planta seca e rasurada e mantida a 40C por 2h, sob agitacéo.

g ===
e LS
e i

Figura 9: Extratos em processo de secagem.
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Apbs este periodo procedeu a filtracdo, na qual o residuo foi desprezado e o
filtrado levado a secura completa em capela de exaustdo. O extrato seco foi entéo
ressuspendido e particionado com agua e acetato de etila (1:1). Com o objetivo de
exaurir o extrato esta etapa foi repetida. A fase acetato de etila resultante foi dividida

ao meio e o solvente evaporado.

Figura 10: Particio acetato de etila e agua (1:1).

Logo apés o extrato semipurificado foi dissolvido em 10mL de solu¢do aquosa
de acetonitrila (8:2 — 4gua:acetonitrila) e pré-concentrado em cartucho Sep-pak Cs.
O produto retido no cartucho foi recuperado com 10mL de acetonitrila em frasco
mensurado e levado a secar. Em seguida o material foi redissolvido em metanol,
filtrado em membrana 0,22um (Supelco USA) e injetado no CLAE em triplicata.
(BRANDAO, 2010).

B,

Figura 11:Pré-concentracdo em cartucho Sep-pak C18 (Mane Fold).
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b. Equipamentos e padrdes

Para a realizagdo das analises cromatogréaficas foi utilizado CLAE Shimadzu®
modelo 2010 com autoinjetor modelo SIL-10AD, bomba de solvente modelo SCL-
10AVP e detector UV-VIS SPD-M10A, Corp., Kyoto, Japdo. A separacao
cromatografica foi realizada com coluna LIChroCART Purospher Star® RP18-e (50
mm x 4 mm i.d.) (3um) (Merck, Darmastad, Germany) combinado com pré-coluna
LiChroCART 4-4 LiChrospher 100RP18 (3um) da Merck.

Os padrbes utilizados foram podofilotoxina(Sigma-Aldrich /USA) e yateina
(isolada no Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais — GPPN — UFBA).

c. Condicbes de analise

Utilizou-se como fase mdével metanol, agua, acetonitrila e acido acético,grau
HPLC. O gradiente de eluicdo, formado pelas fases A (MeOH:H,0:MeCO,H 14:85:1)
e solvente B (MeCN) inicial (t=0) foi8:2, diminuindo progressivamentepara 7,8:2,2
aos 8 minutos de corrida , 7:3 aos 12 minutos e 5,5:4,5 aos 18 minutos. A corrida
completa durou 22 minutos com umfluxo 0,8mL/min e volume de inje¢do de 2uL a

temperatura ambiente.

A faixa de leitura do detector de arranjo de diodo foi estabelecida em 210 a
400nm e a aquisicao cromatografica foi definida em 290nm. Comparando os tempos
de retencédo dos padrbes e das amostras, bem como os espectros do Ultra Violeta
procedeu a identificacéo das lignanas (BRANDAO, 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Leptohyptis macrostachys
4.1.1 Concentracédo dos sais do meio de cultura

O protocolo de assepsia das sementes foi eficiente com taxa de
contaminacao inferior a 1%. A emissdo de radicula iniciou ap6s sete dias de

inoculacao (Figura 12).

MS metade

Figura 12: Emisséo de radicula de sementes de Leptohyptis macrostachys.

N&o houve de diferenca significativa entre os tratamentos Agua + Agar MS
metade e MS inteiro para as variaveis germinabilidade (G) e indice de velocidade de
germinacao (IVG) (Tabela 1).

Tabela 1: Resumo da Analise de varianciapara indice de velocidade de germinacdo (IVG),

germinabilidade (G) e tempo médio de germinacdo (Tm) de Leptohyptis macrostachys em funcéo da
concentracdo dos sais no meio de cultura.

Fonte de variacao GL Quadrados médios
IVG* G* m
Tratamento 2 0,0003" 0,0003™ 28,8394+
Residuo 12 0,0124 0,0005 6,6750
CV (%) 9,36 2,09 20,39

"S: N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey; * A estatistica foi realizada em médias transformadas em v/x + 1.



43

Os menores resultados para a variavel tempo médio de germinacdo (Tm)
foram verificados em meio agar e ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos Agar e MS metade(Tabela 2).

Tabela 2: Médias das variaveis indice de velocidade de germinacédo (IVG), germinabilidade (G) e

tempo médio de germinacdo (Tm)de Leptohyptis macrostachys em funcéo da concentracéo dos sais
no meio de cultura.

Meio de cultura VG G Tm
Agar 1,1983 a 1,0410 a 10,2286 b
MS 2 1,1826 b 1,0408 b 12,7452 ab
MS completo 1,1877b 1,0545 b 15,0300 a
Médias 1,1895 1,0454 12,6679

Médias seguidas pela mesma letra minlscula em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

A presenca de sais nos meios de cultivo retarda o Tm de L.macrostachys,
contudo, o IVG e G nao sofreram influéncia significativa. A adicdo de
macronutrientes e fontes de carbono ao meio de cultura implicam em consideravel
decréscimo do potencial osmotico do meio (GEORGE, 1993 apud REIS et al, 2008).
Em decorréncia deste fenbmeno, a disponibilidade de agua para o processo de
embebicdo da semente na germinacdo também pode ter sido reduzida. Isso pode ter
resultado num maior tempo médio de germinacdo para as sementes expostas ao

meio com maior concentracao de sais.

De acordo com Santos (2011) a concentracdo dos sais do meio de cultura
influencia a protrusdo da radicula de sementes de Hyptis leucocephala germinando
em meio MS com metade da concentracdo dos sais. Em sementes de
cambuizeiro(Myrciaria tenella) esta influéncia também foi observada, Barin, Ledo e

Silva (2012) registram 100% de germinagao na auséncia de sais do meio de cultivo.

Para embrides de macauba, Acrocomia aculeata, o meio WPM (45% da
concentracdo de sais do meio MS) foi considerado mais indicado para o cultivo.
Guimaraes et al (2012) atribuiram aos sais presentes no meio MS a reducao do IVG,
da porcentagem de germinacdo bem como do comprimento do médio dos embrides

zigoticosde Acrocomia aculeata.
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4.1.2 Concentragéo de sacarose no meio de cultura

A emissao de radicula iniciou apos quatro dias de inoculagdo. Apds 30 dias
de cultivo as plantas foram multiplicadas para meios de cultivo semelhantes aos de
origem exceto meio de cultivo sem suplementacdo de sacarose. Nao houve

diferenca significativa entre os tratamentos auséncia de sacarose ou suplementacéo

Fonte de variacado GL Quadrados médios
IVG G ™m
2 0,1065 0,1102 1,484™
Tratamento
Residuo 12 0,0035 0,0040 1,4328
CV (%) 5,28 5,54 37,62

com 1,5% de sacarose e 3,0% de sacarose para a variaveltempo médio de
germinacao (Tm) (Tabela 3).

Tabela 3:Resumo da Andlise de variancia para indice de velocidade de germinacao (IVG),
germinabilidade (G) e tempo médio de germinacdo (Tm) de Leptohyptis macrostachys em funcéo da

concentracdo de sacarose.

"S: ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as médias das
variaveis indice de velocidade de germinacédo (IVG) e germinabilidade (G) para o
tratamento cujo meio nao foi suplementado com sacarose e o que teve adi¢cédo 3,0%
de sacarose. O tempo meédio de germinacdo (TMG) ndo diferiu para todos os
tratamentos. As maiores médias foram verificadas para o tratamento que possuia

1,5% de sacarose em todos os parametros (Tabela 4).

Tabela 4:Médias das variaveis indice de velocidade de germinacdo (IVG), germinabilidade (G) e
tempo médio de germinacdo (Tm) de Leptohyptis macrostachys em funcdo da concentracdo de
sacarose.

Sacarose (%) IVG* G* Tm?*
0,0 1,0320 a 1,0396 a 2,5110 a
15 1,2875 a 1,3005 a 3,5165b

3,0 1,0474 a 1,0577 a 3,2155 a
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Médias seguidas pela mesma letra minlscula em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.” A estatistica foi realizada em médias transformadas em vx + 1.

A suplementacédo do meio de cultura com 1,5% de sacarose favoreceu IVG e
G, mas néo alterou o Tm em relacdo aos demais tratamentos. De acordo com Paiva-
Neto e Otoni (2003) a contribuicdo osmotica da fonte de carbono tem relacdo inversa
com a concentragdo da mesma. Em outras palavras, a elevada concentragdo de
sacarose pode levar a perda de agua da semente para o meio hipertbnico em
decorréncia da pressao osmotica.Este fendmeno pode ter levado ao aumento de G e

IVG para o tratamento com 3,0% de sacarose.

Reis et al (2008) estudando a influéncia da sacarose na germinacdo de
Melissa officinalis sugeriram quepelo fato da semente ja possuir alguma reserva de
carboidratofoi possivel a emissdo da radicula na auséncia de sacarose.Ao passo
que a suplementacdo com 3% de sacarose pode ter levado a uma excessiva
contribuicdo osmoética ou até a toxicidade do carboidrato.Assim também pode ter

ocorrido com a germinacao de Leptohyptis macrostachys.

No estudo com Melissa officinalis L. foi observado que os melhores resultados
para porcentagem de germinacao, comprimento da parte aérea e IVG foram obtidos
quando o meio era suplementado com 1,5% de sacarose independente da

concentracéo de sais do meio de cultivo (REIS et al, 2008).

Entretanto a adicdo de sacarose no meio de cultura nao favorece a
germinacdo de sementes de mangaba. As melhores taxas de germinacao,neste
estudo, foram observadas na auséncia de sacarose e suplementadas com 10gL
1(1%) (PINHEIRO et al, 2001).

Na germinacdo de murici pequeno(Byrsonima intermedia A. Juss.),Nogueira
et. al (2004) observaram que o acréscimo de sacarose nos meios testados alterou

as porcentagens de germinacao pela influéncia no balanco osmoético.
4.1.3 Avaliacado do efeito do acido giberélico

A emissao de radicula iniciou ao segundo dia para as sementes inoculadas
em meio suplementado com a maior concentracao de acido giberélico e, para essa

concentracdo, as sementes permaneceram germinando por maior periodo de
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tempo.Houve diferenca estatisticamente significativa ao nivel de probabilidade de
0,05 pelo teste de Tukey para todas as variaveis(Tabela 5).

Tabela 5:Resumo da Analise de variancia para indice de velocidade de germinacao (IVG),
germinabilidade (G) e tempo médio de germinagao (Tm) de Leptohyptis macrostachys em funcao da
concentracdo do regulador vegetal (Acido giberélico — GAy).

Fonte de variacao GL Quadrados médios
IVG* G* Tm?
Tratamento 3 0,2926* 0,0793* 2,9751*
Residuo 16 0,0230 0,0054 0,3207
CV (%) 11,92 6,41 28,38

*difere estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.” A estatistica foi realizada em
médias transformadas em vx + 1.

O IVG para os tratamentos sem adicdo de acido giberélico (GAs) e com
adicdo de 2,88uM néo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. O mesmo
ocorre com 0s meios suplementados com 5,77uM e 11,55uM.Para esta variavel foi
observado que que os aumentos das meédias sdo diretamente proporcionais a

concentracdo de GAs;.

Para a varidvel germinabilidade foi obtida menor média para 0 meio sem
adicdo do regulador vegetal que nao difere estatisticamente daquela do meio com
2,88uMde giberilina e, € maior do que a média para o tratamento com 11,55uMque
ndo difere estatisticamente do meio com 5,77uM de GA;. Este ultimo ndo difere
estatisticamente do meio suplementados com 2,88uM.

O menor tempo médio foi observado com auséncia de GAz que nao difere
significativamente do meio suplementado com 2,88uM. Apesar de apresentar a
maior média para este pardmetro, o resultado da adicdo de 11,55uM né&o difere
estatisticamente dos meios com 2,88 uM e5,77 uMde GA3(Tabela 6).

Tabela 6: Médias das variaveis indice de velocidade de germinacédo (IVG), germinabilidade (G) e
tempo médio de germinacdo (Tm)de Leptohyptis macrostachys em funcdo da concentragéo do
regulador vegetal (Acido giberélico — GA).

GAs (UM) VG G Tm
0,00 1,0000 b 1,0000 ¢ 1,0000 b
2,88 1,1422 b 1,0979 bc 1,7727 ab

5,77 1,4292 a 1,2076 ab 2,5732 a
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11,55 15170 a 1,2880 a 2,6363 a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

De acordo com Melo et al. (1979), o tratamento de sementes com giberelinas
pode promover a germinacdo. Por meio do aumento na producéo de hidrolases,
como proteases e a-amilasesquedegradam a camada de aleurona de sementes com

endosperma esse processo pode ser acelerado (LEITE & HEBLING, 2007).

Fisiologicamente, os hormonios podem estar relacionados com o
desenvolvimento das sementes ou podem estar sendo acumulados para a sua
subsequente participagcdo no controle da germinacdo e crescimento da planta
(BEWLEY &BLACK, 1983). Neste estudo a presencga de &cido giberélico no meio

aumentou tanto a germinabilidade e o IVG, quanto o tempo médio de germinacao.

Pinheiro et al (2001), conseguiram favorecer a germinacdo desementes de
mangaba (Harcornia speciosa)quando tratadas com 0,1mg/L de acidogiberélico.
Para Peixoto et al. (2011)que estudaram a acdoda giberilina em sementes ex vitro
estimulou a percentagem de primeira contagem, o indice de velocidade de
emergéncia e a percentagem de emergéncia.Sementes de lavanda (Lavandula
angustifolia Miller) tratadas com GAgz, tanto a 288 como 577uM, aumentam a
porcentagem de germinacéo (AOYAMA, .ONO & FURLAN, 1996)

Em Cattileya warnerii, contudo, Leite e Hebling (2007) observaram que as
concentracOes de 5, 10 e 20mg/L de giberilina adicionadas ao meio de cultura n&o
estimularam a germinacdo quando mantidas em fotoperiodo de 16h e atribuiram a

uma possivel toxicidade a concentra¢des utilizadas de acido giberélico.
4.2 MULTIPLICACAO IN VITRO DE Leptohyptis macrostachys
4.2.1 Concentragdo dos sais e sacarose no meio de ¢ ultura

N&ao foi observadoefeito significativo da concentracdo dos sais e da sacarose
para as variavel analisada numero de folhas em todas as fontes de variacdo.Para a
quantidade de raizes ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de
probabilidade, nas fontes de variagdo concentracido de sacarose e interacao sais X

sacarose (Tabela 7).
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Tabela 7: Resumo da Analise de Variancia para nimero de brotos, nimero de folhas e nimero de
raizes de Leptohyptis macrostachys em funcdo da concentragao de sais xconcentracéo de sacarose.

Fonte de variacao GL Quadrados médios

N° de Brotos Nede folhas N°de Raizes ?
Conc. Sais 1 3,2160 32,0045 0,0974
Conc. Sac 1 3,0109 0,2880"™ 0,0015™
Sais x Sac 1 2,1912 33,5405™ 0,0130™
Residuo 16 0,4065 11,7404 0,0058
CV (%) 12,29 12,37 6,93

"> ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey. ? A estatistica foi realizada em médias transformadas em vx + 1.

No que se refere a concentracdo dos saisa varidvel quantidade de

raizesevidenciu maiores médias para o0 meio MS ¥z (Tabela 8).

Tabela 8: Médias da variavelnUmero de raizes de Leptohyptis macrostachys em funcdo da
concentracdo dos sais.

Tratamentos Qtde de Raizes
1

MS 72 1,1672 a

MS completo 1.0276 b

Médias seguidas pela mesma letra miniscula em cada coluna nao diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

A analise da interacdo entre concentracdo de sais e concentracdo de
sacarose dos meios de cultivo demonstrou queapenas 0s tratamentos MS completo
suplementado com 1,5% ou 3,0% de sacarose apresentaram diferenca significativa

entre si(Tabela 9).

O numero de brotos foi em média maior quando inoculado o explante em
meio MS completo com 1,5% de sacarose, se comparado ao meio MS % com
mesma suplementacao de sacarose e ao meio MS completo com 3,0% de sacarose.
Os demais tratamentos nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(Tabela 9)
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Tabela 9:NUumero de brotos de Leptohyptis macrostachysem diferentes concentracdes de sais e
sacarose.

Quantidade de brotos

Concentracdo dos sais no meio de cultura

Sacarose (%)

MS % MS completo
1,5 4,8440 Ba 6,3080 Aa
3,0 4,7300 Aa 4,8700 Ab
Média 4,7870 5,5890

Os valores seguidos pela mesma letra minUscula ndo diferem entre si na vertical, seguidos pela mesma letra mailscula ndo
diferem entre si na horizontal.

N&o foi evidenciada a presenca de calos para nenhum tratamento conforme
mostra a Figura 14.

Figura 13Plantas cultivad& vitro T1= MS metade 1,5% de sacarg§e2= MS metad
3,0% de sacarose; T3= MS inteiro 1,5% de sacafgseMS inteiro 1,5% de sacarc
Raizes indicadas por setas.

O excesso de sacarose pode inibir a sintese de clorofila,e dessa forma,
reduzir a capacidade fotossintética das culturas, mesmo sendo este componente
essencial ao crescimento da planta (YAMADA & SATO, 1978 apud RIBEIRO et al,
2008). A concentracdo de sacarose também afeta a assimilacao de nitrogénio do
meio de cultura pelas células(NAGAO, PASQUAL e RAMOS,1994; MALDANER et
al., 2006). Torres Caldas e Buzo (1998) atribuem ao nitrato a manutencgéo de boas

taxas de crescimento.

Apesar de nao apresentar brotos com maiores dimensdes — conforme
observado em MS ¥ suplementado com 3,0% de sacarose (Figura 16 T2) — 0 meio
MS completo suplementado com 1,5% de sacarose favoreceu a brotacdo em

numero.

Catapan Otuki e Viana (2001) estudando Phyllanthus stipulatus — quebra-
pedra — também conseguiu maior nimero de brotos utilizando meio MS Y. Taylor e
Standen (2001) obtiveram maiores brotos trantando as plantas com maiores
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concentracdes de sacarose.Zantedeschia aethiopica(copo de leite) apresentou maior
namero (3,5) e comprimento de brotos (3,4 cm) ao ser cultivada em meio MS

com125% da concentracao dos sais e suplementado com 3% de sacarose.

Durante o enraizamento, a fotossintese realizada pelos explantes nas
condicbes in vitro € relativamente baixa, e como a formacdo de raizes € um
processo que requer energia, o fornecimento de carboidratos é quase sempre
necessario assim como o de macro e micronutrientes, contudo, o excesso destes
pode prejudicar o enraizamento (ERIG, SCHUCH & CHAVES, 2004).

Foi observado que o maior niumerodas raizes estava presente em meio MS
com metade da concentracdo dos sais. Neste tratamento a maioria destas

apresentavam aproximadamente 1,0cm de comprimento.

Ao contrario do observado neste estudo Catapan, Otuki e Viana (2001)
obtiveram maior numero de raizes quando Phyllanthus stipulatus foi cultivada em
MS completo. Por outro lado, Sorace et al (2008) obtiveram maior nimero de raizes
com metade da concentracdo dos macronutrientes no meio MS suplementado com

4% de sacarose.

Erig, Schuch e Chaves (2004) observaram para as duas cultivares de Cydonia
oblonga (MC e Adams) que 75% da concentracdo total dos sais do meio MS é
suficiente para a obtencdo da maior percentagem de enraizamento, nimero médio

de raizes e comprimento médio de raizes.

4.2.2 Avaliacdo do efeito de BAP e ANA

As variaveisnumero de brotos, nimero de folhas, numero de raizes e calos
oxidado apresentaram diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de TukeyAs variaveis calos friaveis e compactos nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa para a fonte de variacdo BAP
(Tabela 10).
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Tabela 10: Resumo da analise de variancia para numero de brotos, nimero de folhas, nimero de
raizes, calos friavel, calos compacto e calos oxidado em funcéo dos reguladores vegetais (BAP x ANA).

Fonte de

. GL Quadrados médios
variacédo
o 0 Calos

N° de N° de folhas N ,de . X

Brotos Raizes  Friavel> Compacto Oxidado
BAP 2 66,4310 370,4827* 30,7024** 0,0012™ 0,0199™ 0,0080**
ANA 2 205,7082* 1320,0122** 7,1190** 0,0084** 0,9005** 0,0116**
BAP X ANA 4 105,2086** 693,6265** 7,1190** 0,0034** 0,1950** 0,0099**
Residuo 36 2,5434 21,1046 0,5775 0,0004 0,0092 0,0006
CV (%) 27,55 21,25 29,09 1,99 39,47 2,28

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade@tste de Tukey; ** significativo ao nivel de 1% probabilidade pelo
teste de Tukey:* ndo ha diferenca estatisticamente significativeieeos tratamentos®;A estatistica foi realizada em

médias transformadas efix + 1.

O numero de brotos na auséncia de BAP aumentou com a concentracdo de
ANA. Quando o meio foi suplementado com 4,44uM de BAP ocorreu o inverso, o
namero de brotos € inveramente proporcional a concentragdo de ANA. A adicdo de
ANA ao meio contendo 8,88uM de BAP inibiu a producéao de brotos. A maior média
foi evidencia para o explante mantido em meio suplementado apenas com 8,88uM
de BAP (Tabela 11).

Na auséncia de ANA o numero de brotos apresentado com 4,44 e 8,88uM de
BAP nao diferem entre si. Quando o meio € suplementado com 5,37uM de ANA a
adicao de 4,44uM de BAP favorece a brotacdo e o aumento ou a falta deste
regulador diminui significativamente. Por outro lado, ao suplementar o meio com
10,74uM de ANA a adicdo de BAP reduz onumero de brotos (Tabela 11).

Tabela 11:NUmero de brotos de Leptohyptis macrostachysem diferentes concentracdes de BAP e
ANA.

ANA UM BAP uM
0,00 4,44 8,88
0,00 2,1300 Bb 14,5960Aa 13,4640 Aa
5,37 2,7500 Bb 6,0400 Ab 1,9800 Bb
10,74 5,7680 Aa 2,5420 Bc 2,8200 Bb
Média 3,5489 7,7260 6,0880

Os valores seguidos pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma letra mailscula
néo diferem entre si em cada linha.

Para variavel numero de folhasa maior média foi obtida no meio
suplementado apenas com 8,88uM de BAP. Na ausencia de BAP a quantidade de

folnas aumenta com a concentracdo de ANA. Ao fixar a concentracdo de BAP em
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4,44uM ou 8,88uM onumero de folhas é inversamente proporcional a concentracédo
de ANA (Tabela 12).

Na auséncia de ANA esta variavel é diretamente proporcional a concentracao
de BAP. Na presenca de 5,37uM de ANA a adicao de 4,44uM de BAP favorece
onumero de folhas, porém o dobro desta concentragédo reduz de modo a néo diferir
do tratamento sem BAP. (Tabela 12).

Tabela 12:Numero de folhas de Leptohyptis macrostachysem diferentes concentracdes de BAP e
ANA.

BAP M
ANA UM 0,00 4.44 8,88
0.00 15,4460 Bb 40,5940 Aa 41,3220 Aa
5,37 12,7800 Bb 27,5820 Ab 8,7200 Bb
10,74 229740 Aa 12,5920 Bc 12,6000 Bb
Média 17,0667 26,9227 20,8807

Os valores seguidos pela mesma letra mindscula néo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma letra mailscula
ndo diferem entre si em cada linha.

Gratapagliae Machado (1998) afirmaram que concentracfes excessivas de
auxina no meio de cultura podem inibir a multiplicagdo ou favorecer
demasiadamente o enraizamento ou a formacdo de calos em detrimento a

multiplicacéo.

Neste estudo foi observado que a medida que aumentava a concentracao de
auxina havia aumento donumero de brotos e folhas. Isso leva a crer que a
concentracdo de auxina ainda pode ser aumentada para que esse fenbmeno seja
observado, ou seja, as concentracdes de auxina aqui utilizadas foram insuficientes
para causar inibicdo. No entanto, quando combinados BAP x ANA, a auxina reduzo

namero de brotacdes.

O maior numero de brotos foi verificada para 4,44uM de BAP. Assim, a
presenca de BAP se faz necesséria para a inducdo de brotacdo e a interagdo dos

reguladores vegetais ndo favoreceu a brotacdo de Leptohyptis macrostachys.

Reis et al.(2008) trabalhando com Melissa officinalis L. constataram que
plantas subcultivadas em meio MS contendo 4,44uM de BAP apresentaram maior

numero de brotos.
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Ao contrario do observado para L. macrostachys,a regeneracéo de brotos a
partir dos segmentos internodais em Manihot esculenta foi menos efetiva em meio
contendo 0,44uM de BAP (LIMA etal., 2002).

Em Achemea ramosa os melhores resultados para a porcentagem de
explante responsivos a inducédo de brotos foram obtidos apds 60 dias de cultivo nos
meios MS com 2,0 uM ANA + 2,0 uM BAP (63, 3%) e 2,0 uM ANA + 4,0 uM BAP
(60,0%), indicando que essas condi¢cdes foram favoraveis as melhores respostas
morfogenéticas (FARIA, 2011)

A presenca de BAP no meio de cultivo inibiu ao enraizamento. Foram
observadas raizes tanto no controle como nas duas concentracfes de ANA, sendo
gue guanto maior onamero de ANA no meio, tanto maior a média de niamero de

raizes (Tabela 13).

Tabela 13:NUmero de raizesem explantes de Leptohyptis macrostachysem diferentes concentracdes
de BAP e ANA.

BAP LM
ANA UM 0,00 4.44 8.88
0.00 0,0920 Bb 0,0000 Aa 0,0000 Aa
537 3,6300 Aa 0,0000 Aa 0,0000 Aa
10,74 3,7120 Aa 0,0000 Aa 0,0000 Aa
Média 24780 0,0000 0,0000

Os valores seguidos pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma
letra maitscula ndo diferem entre si em cada linha.

Houve discreto enraizamento no grupo controle (Figura 15) levando a crer que
existem auxinas enddgenas proporcionando o surgimente de raizes. A inibicdo de
enraizamento observada na presenca de BAP no meio de cultivo pode sugerir que

existam citocininas enddgenas levando a toxicidade frente ao acréscimo destas.
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4,44 8,88
BAP (uM)
Figura 14: Plantas cultivadas in vitro por 30 dias em experimento de reguladores vegetais.

Segundo Assis e Teixeira (1998), as auxinas sao as principais responsaveis
pela rizogénese, ttm no ANA e no AIB (Acido Indolbutirico) seus representantes
mais utilizados. Todavia, o comportamento das plantas frente as auxinas ndo sao
universais; certas espécies, principalmente as lenhosas, enraizam com dificuldade
ou ndo enraizam, mesmo na presenca de auxinas e algumas espécies até
dispensam o uso de reguladores de crescimento no seu enraizamento (SOARES et
al 2007).

Barbosa, Caldas & Souza (2004) observaram que tratamentossem
reguladores de crescimento promoveram arizogénese in vitro em 100% dos brotos
do hibrido de abacaxizeiro PExSC-52produzidos em meio com BAP ou com BAP +
ANA.

Estudando a estabelcimento in vitro de Carica papaya Teixeira e Teixeira
(2004) avaliaram a influéncia de BAP e ANA na organogénese de moringa.
Observaram que nenhuma da concentragdes de ANA (0,27; 0,54; 0,81 ou 1,07uM)

proporcionou enraizamento dos explantes.

Os calos friaveis ndo foram observados ou tiveram pequena frequéncia em

todos os tratamentos (Figura 14).0 aumento da concentracdo de ANA na auséncia
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de BAP aumenta ondimero de calos presentes nos tratamentos. Na concentracdo
4,44uM de BAP apenas combinado com 10,74uM de ANA que houve producéo

significativa deste calos(Tabela 14).

Tabela 14:Calos friaveisem explantes de Leptohyptis macrostachysem diferentes concentracdes de
BAP e ANA.

BAP M
ANA UM 0,00 4.44 8,88
0,00 1,0049 Aa 1,0000 Aa 1,0000 Aa
537 1,0196 Aa 1,0000 Aa 1,0148 Aa
10,74 1,0198 Ba 1,0909 Ab 1,0294 Ba
Média 1,0148 1,0303 1,0205

Os valores seguidos pela mesma letra mindscula néo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma letra mailscula
ndo diferem entre si em cada linha.

Os calos compactos ndo foram vizualisados na auséncia de ANA em
nenhuma concentracdo de BAP. A juncdo de 5,37uM de ANA a 4,44 uM de BAP
parece inibir a producdo de calos compactos, ao passo que 0 aumento da
concentracdo de BAP em duas vezes favorece essa variavel analisada. Ao fixar a
concentracdo de ana em 10,74uM ocorre o inverso. A concentracado de 8,88uM de
BAP, desta vez, parece inibir a producdo do calos enquanto que metades desta

favorece. (Tabela 15).

Tabela 15:Calos compactosem explantes de Leptohyptis macrostachysem diferentes concentracdes
de BAP e ANA.

BAP M
ANA UM 0,00 4,44 8,88
0,00 0,0000 Ac 0,0000 Ab 0,0000 Ac
537 0,2700 Bb 0,0000 Cb 0,4500 Aa
10,74 0,5640 Ba 0,6160 Ba 0,2900 Ab
Média 0,2780 0,2053 0,2467

Os valores seguidos pela mesma letra mindscula néo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma letra mailscula
néo diferem entre si em cada linha.

Quando a concentracdo de ANA foi fixada em 8,88uM tanto 5,37uM quanto
10,74uM de ANA favoreceram a procucado de calos oxidado, entretanto a maior
média foi observada para a primeira combinacéo: 8,88 umolL™ BAP e 5,37uM ANA
(Tabela 16).
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Tabela 16:Calos oxidadosem explantes de Leptohyptis macrostachysem diferentes concentracdes de
BAP e ANA.

BAP (M)

ANA (M) 0,00 4,44 8,88
0,00 1,0049 Ac 1,0000 Ab 1,0000 Ab
537 1,1307 Aa 1,0000 Bb 1,0049 Bb
10,74 1,0445 Ab 1,0580 Aa 1,0580Aa

Média 1,0600 1,0193 1,0210

Os valores seguidos pela mesma letra mindscula néo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma letra mailscula
néo diferem entre si em cada linha.

Os reguladores vegetais sao considerados os principais controladores da
morfogénese in vitro(MOURA et al, 2001).Enquanto as citocininas estimulam a
divisdo celular, as auxinas por outro lado, controlam o crescimento e o alongamento
das células (PASQUAL, 2001).

A interacdo entre os reguladores de crecimento, que ocorre naturalmente em
plantas,torna-se crucial para o crescimento e organogénese dos individuos
(GEORGE, 2008). Para indugcdo de calo é necessario estabelecer o
balangcohormonal intermediario de auxinas e citocininas favoravel (NOGUEIRA et al.,
2007).

Muitas vezes, o suprimento exdégeno de reguladores de crescimento, é
necessario para a inducdo de calo. O balanco hormonal obtido entre os niveis de
citocininas e auxinas, exdgenas eendogenas a planta, pode estimular a proliferacédo
celular, entretanto, citocininas exégenas nem sempre sao necessarias de forma que
muitos tecidos desenvolvem-se in vitro apenas comsuprimento de auxinas
(NOGUEIRA et al., 2007).

O BAP, dentre as citocininas, tem sido muito eficaz para promover a
multiplicacdo em diversas espécies e parece ser 0 mais adequado para a

multiplicacéo de parte aérea e inducdo de gemas adventicias (MOURA et al, 2001).

Estudando a inducéo de calos em Hyptis leucocephala, Pereira et al. (2012)
ndo observaram producdo de calos friaveis. Na ausencia de ANA, os calos
compactos também nao foram observados. A maior porcentagem de calos foi obtida
na combinacéo de 8,88uM de BAP com 10,74uM ou 21,48uM de ANA e 17,76uM de
BAP junto a 5,37 pmolL™?, 10,74uM ou 21,48uM de ANA. Contudo todos os calos
produzidos eram compactos (Figura 14).
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Santos et al (2008), ao contrario, obtiveram calos friaveis em diversas
concentracbes de BAP. As maiores percentagem de calos foram observadas em
concentracfes de 1,78uM e 3,55uM de BAP.

Vera, Miranda e Vilarreal (2009) obtiveram 100% de formacgao de calos em
cultivo in vitro de Hyptis verticilata utilizando um balanco de reguladores vegetais,
4,44uMde BAP associado a 0,27uMde ANA ou 8,88uMde BAP associado a
0,27uMde ANA.

4.2.3 Avaliacdo do efeito da temperatura

N&do foram observadas diferencas estatisticamente significativas para a
variavel calos friaveis. Outros tipos de calos, neste experimento,ndo foram
observados. As variaveis numero de brotos, numero de folhase ndmero de raizes
apresentaram diferenca estatisticamente significativa ao nivel del% de

probabilidade pelo teste de Tukey (Tabela 17).

Tabela 17: Resumo da andlise de variancia para ndmero de brotos, nimero de folhas,nimero de
raizes e calos friaveis de Leptohyptis macrostachys em funcao de diferentes temperaturas.

Fonte de variacdo GL Quadrados médios
(o]
N° de brotos N° de folhas N, de Calo_si z
raizes Friavel
Tratamento 1 20,7061** 672,3361** 1,7228** 0,0001"™
Residuo 7 0,0737 1,2737 0,0367 0,0001
CV (%) 7,78 4,87 39,62 0,83

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ** Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey;"°N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos ; * A
estatistica foi realizada em médias transformadas em v/x + 1.

Na comparacdo das meédias percebe-se que, para todos os parametros
analisados —numero de brotos, numerode folhas, e numerode raizes — foram

observadas maiores médias quando as plantas foram cultivadas a 30°C (Tabela 18).
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Tabela 18:Valores médios para numero de brotos, nimero de folhas e nimero de raizes em plantas
de Leptohyptis macrostachys, em diferentes temperaturas.

Tratamentos Qtde de brotos Qtde de folhas Qtde de raizes
25°C 2,1300 b 15,4460 b 0,0920 b
30°C 51825a 32,8400 a 0,9725 a
Médias 3,65625 24,143 0,53225

Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna néo diferem entre si nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Submetidas as diferentes temperaturas, Leptohyptis macrostachys,
comportou-se de modo bem diferente produzindo plantas distintas em suas

caracteristicas morfologicas (Figura 16).

252C 30eC
Figura 15: Plantas deeptohyptis macrostachys mantidas em diferentes temperaturas por 30 dias.

Majada et al. (2000) citaram que na aclimatacdo caracteristicas anatdmicas
de Dianthus caryophyllussofreram forte influencia das condigcdes ambientais. Antolin,
Hekneby & Sanchez-Diaz (2005) ao aclimatar Trifolium michelianum Savi em baixas
temperaturas, notaram aumento da matéria seca em relacdo a temperaturas

superiores.

Por outro lado Perez et al. (2001) verificaram que a reducédo da temperatura
resultava na inibicdo do crescimento de plantas e Festuca arundinacea. Clarkson et
al. (1986) reportaram que raizes eram formadas em menor niumero em plantas de
Lolium perene cultivadas sob temperaturas inferiores a 25°C, quando comparadas

as crescidas emtemperaturas superiores a essa.
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4.2.4 Avaliacdo do efeito do fechamento dos tubos

A variavelnumero de folhas apresentou diferenca estatisticamente significativa
ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e nUmerode raizes, ao nivel de

5%. As demais variaveis analisadas ndo foram significativas (Tabela 19).

Tabela 19: Resumo da andlise de variancia para as variaveis nimero de brotos, numero de folhas e
namero de raizes em plantas de Leptohyptis macrostachys em fungéo dos tipos de fechamento dos
tubos.

Fonte de variacao GL Quadrados médios
o
N° de brotos N° de folhas N, dez
raizes
Tipos de fechamentos 1 0,2624" 9,3316** 0,2549*
Residuo 8 0,0507 0,8132 0,0326
CV (%) 11,44 6,23 14,98

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ** Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey; "N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos; 7y
estatistica foi realizada em médias transformadas em x + 1.

A quantidade de folhas foi favorecida pela vedagao com filme PVC, enquanto
que a quantidade de raizes foi maior quando foi usada tampa plastica (Tabela 20).

Tabela 20:Valores médios para numero de brotos, nimero de folhas e nimero de raizes em plantas
de Leptohyptis macrostachys, em funcéo de diferentes tipos de fechamento dos tubos de ensaio.

Tipo de fechamento N° de folhas N° de raizes
Filmede PVC 15,4460 a 1,0447 b
Tampa plastica 13,5140 b 1,3640 a
Média 14,48 1,20435

Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna néo diferem entre si nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

O microambiente dentro dos tubos de cultura parece ser um ambiente
homogéneo, mas na verdade € o responsavel pela variabilidade no comportamento
das culturas, uma vez que os fatores determinantes para a qualidade do
microambiente sdo os tipos de frasco, tipo de tampa e volume de meio presente
(BANDEIRA et al, 2007).

A forma de vedacdo empregada interfere nas trocas gasosas entre o
microambiente dentro do frasco e o ar atmosférico, ocasionando o aumento da
concentracdo de CO2 e etileno dentro dos frascos se for utilizada vedacao hermética
(BANDEIRA et al, 2007, CID, 2001).
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Neste estudo n&o foi observado difrenga significativa para a maioria das
variaveis analisadas, possivelmente o tempo de cultivo ndo foi suficiente para
alteracdo significativa do microambiente. A semelhancas entre as plantas pode ser

vista na Figura 17.

Tampa plastice Filme de PVC

Figura 16: Plantas cultivadasiitro com diferentes tipos de fechamento dos tubos.

4.2.5 Avaliacdo do efeito do fotoperiodo

A variavelniumero de raizes apresentaram diferenca estatisticamente
significativa ao nivel de 5% e numerode brotos e numerode folhas apresentaram
diferencaestatisticamente significativa ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de
Tukey, enquanto que as variaveis calos fridveis, compactos e oidados néo foi

verificado diferenca significativa em funcéo dos tratamentos utilizados (Tabela 21).

Tabela 21: Resumo da analise de variancia para as variaveis nimero de brotos, niumero de folhas e
namero de raizes em plantas de Leptohyptis macrostachys em funcéo de diferentes fotoperiodos.

Fonte de
variacdo GL Quadrados médios
N° de N° de N° de Calos
brotos folhas  raizes® Friavel? Compacto? Oxidado >
Fotoperiodo 1 22,9522** 100,9333** 0,2110* 0,0005™  0,0001" 0,0009™
Residuo 8 0,9037 1,5038 0,0236 0,0006 0,0001 0,0005
CV (%) 26,08 6,58 12,92 2,33 0,78 2,20

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ** Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey; "N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos; “A

estatistica foi realizada em médias transformadas em vx + 1.

Todas as varidveis apresentaram maiores médias para o fotoperiodo de 8h
(Tabela 22).
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Tabela 22:Valores médios para nimero de brotos, nimero de folhas e nimero de raizes em plantas
de Leptohyptis macrostachys, em funcao de diferentes fotopeiodos.

Fotoperiodo (h) N° de brotos N° de folhas N° de rai  zes?
16 2,1300 b 15,4460 b 1,0447 b
8 5,1600 a 21,8000 a 1,3352 a
Médias 3,645 18,623 1,18995

Médias seguidas pela mesma letra minlscula em cada coluna nao diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

8h 16h

Figura 17: Plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in vitro sob diferentes regimes de
fotoperiodo apés 30 dias de inoculagéo.

A luz oriunda de lampadas fluorescentes (luzbranca) pode induzir a produgéo
de formaldeido edeficiéncia de ferro nas plantas de cultura de tecidos. O formaldeido
€ produzido a partir do EDTA (acido etilenodiaminotetracético), quando é oxidado
pelareducéo fotoquimica do ferro, podendo ser acumuladoem niveis inibidores. Além
disso, 0 meio se tornadeficiente em ferro, pois, 0 mesmo perde a quelagéo, o que
resulta na sua precipitacdo. (HANGARTER &STASINOPOULOQOS, 1991).

De acordo com Caldas, Torres e Buso (1998) tanto o Fe*?, quanto o Fe+3 s&o
toxicos as plantas e a abssorcao de ferro é dependente da qualagcdo com EDTA que
facilita a absorcéo pelas células e substitui o citrato de ferro ou o cloreto e sulfato de

ferro, outros utilizados como fonte deste nutriente.

Assim a maior exposicao a luz pode ter contribuido tanto para a deficiéncia de

ferro para as plantas quanto para a toxicidade a este nutriente.

Corréa et al. (2003) relataram que a interacdo do fotoperiodo de 16 horas

deluz com temperatura de 25°C, proporcionou melhorcrescimento do sistema
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radicular em comparacdo aosfotoperiodos de 8, 10 e 12 horas de luz associado
atemperatura de 15°C.

Pasqual et al., (1997) micropropagando macieira (explantes de porta enxerto
de MM.111) ndo observou diferenca entre 0 nimero médio de brotos para plantas
cultivadas com 8 ou 16h de fotoperiodo e paraplantas cultivadas com 10 ou 14h de

fotoperiodo. Sendo que os ultimos produziram ainda menos brotos que os primeiros.
4.2.6Fitoquimica

A identificacdo e a quantificacdo de podofilotoxina e yateina foi feita por meio
de CLAE. Os cromatogramas e 0s espectros que ilustram a identificacdo de
podofilotoxina, metabdlito de interesse; e yateina, seu precursor, estdo em anexo (A,
B,C,D,E,F,G,H,1,J,KLMN,O, P, QeR).

4.2.6.1 Concentracdao dos saisno meio de cultura x Concentracdo de

sacarose no meio de cultura

A Tabela 23 demostra o resumo da analise de variancia para as variaveis
podofilotoxina e yateina. A podofilotoxina apresentou diferenca estisticamente
significativa ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. A yateina apenas

para concentracao dos sais apresentou a mesma significancia supracitada.

Tabela 23:Resumo da analise de variancia para podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis
macrostachys em funcéo de diferentes concentracdes dos saise de sacarose no meio de cultura.

Fonte de variacao GL Quadrados médios
Podofilotoxina Yateina *
Conc. Sais 1 3,2925** 8,0922+**
Conc. Sac 1 31,4750** 1,4680™
Sais X Sac 1 10,9762** 0,2446"
Residuo 8 0,0734 0,4939
CV (%) 9,92 25,80

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ** Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey; "°N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos; A
estatistica foi realizada em médias transformadas em+/x + 1.

A producdo de podofilotoxina sofreu influéncia tanto da concentracdo da

sacarose como dos sais do meio de cultivo. O rendimento desta substancia € maior
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quando o meio tem metade com a concentragdo total dos sais e € suplementado

com 1,5% de sacarose (Tabela 24).

Tabela 24:Valores médios de podofilotoxina em plantas de Leptohyptis macrostachys em funcédo da
concentracdo de sais e de sacarose no meio de cultura.

Concentracdo dos sais do meio de cultura
Sacarose (%)

MS Y2 MS completo
1,50 5,8309 Aa 2,8705 Ba
3,00 0,6791 Bb 1,5442 Ab
Média 3,2550 2,2073

Os valores seguidos pela mesma letra mintscula ndo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma
letra mailscula néo diferem entre si em cada linha.

A producdo de yateina sofreu influéncia apenas da concentracdode sais no
meio de cultivo. Seu maior rendimento foi observado no meio contendo metade da

concentracéo dos sais (Tabela 25).

Tabela 25:Valores médios de yateina em plantas de Leptohyptis macrostachys em fungéo das
concentragfes de sais no meio de cultura.

Concentracdo dos sais YATEINA
MS %2 3,5449 b
MS completo 1,9026 a
Media 2,7237

Médias seguidas pela mesma letra miniscula em cada coluna néo diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

4.2.6.2 Avaliacdo do efeito de BAP e ANA

Na analise de variancia pelo teste de Tukey apodofilotoxina provou diferir
estatisticamente em todas as fontes de variancéo ao nivel de 1% de probabilidade. A
yateina difere ao mesmo nivel de probabilidade para as fontes de variacdo ANA e
BAP x ANA, mas para a fonte de variacdo BAP a diferenca nao foi estatisticamente

significativa. (Tabela 26).

Tabela 26:Resumo da analise de variancia para podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis
macrostachys em funcéo de diferentes concentracdes de BAP e ANA.

Fonte de variacao GL Quadrados médios
PODOFILOTOXINA YATEINA
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BAP 2 5,6204** 2,1767™
ANA 2 6,4136** 33,8478**
BAP X ANA 4 2,8615** 8,0698**
Residuo 18 0,0004 1,5757
CV (%) 1,51 32,15

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ** Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey; ™ N&o héa diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos; “A
estatistica foi realizada em médias transformadas em v/x + 1.

A variavel podofilotoxina foi em média maior para o balanco de reguladores
vegetais composto por 8,88uMde BAP e 5,37uM de ANA (Tabela 27). A yateina
parece ter sido inibida pela presenca do ANA e sua média foi maior na auséncia

desta auxina (Tabela 28).

Tabela 27:Valores médios de podofilotoxina em plantas de Leptohyptis macrostachys em funcao de
diferentes concentracdes de BAP e ANA.

ANA (M) 0,00 BA:%M) 8,88
0,00 0,4015 Ab 0,8431 aC 0,6678 aB
5,37 0,2926 Aa 2,2430 Bc 4,0871 Cc
10,74 0,4670 Ac 1,1091 Bb 1,0787 Bb
Média 0,3870 1,3883 1,9547

Os valores seguidos pela mesma letra minlscula ndo diferem entre si em cada coluna, seguidos pela mesma
letra mailscula né@o diferem entre si em cada linha.

Tabela 28:Valores médios de yateina em plantas de Leptohyptis macrostachys em funcéo de
diferentes concentracdes de BAP e ANA.

ANA (UM) BAP (uM)
0,00 4,44 8,88
0,00 7,1838 Ab 6,6848 Aba 4,1824 Ba
5,37 1,8553 Ab 4,2934 Aab 4,3272 Aa
10,74 1,0705 Aa 2,0343 A 3,5098 Aa
Média 3,3699 4,3375 4,0065

Médias seguidas pela mesma letra miniscula em cada coluna néo diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

4.2.6.3 Avaliacdo do efeito da temperatura
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No resumo da analise de variancia fica evidente que tanto a podofilotoxina
quanto a yateina apresentam diferenca estatisticamente significativa, diferem ao
nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey (Tabela 29).

Tabela 29:Resumo da analise de variancia para podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis
macrostachys em funcéo de diferentes temperaturas.

Fonte de variagéo GL Quadrados médios
PODOFILOTOXINA YATEINA
Temperatura 1 0,2848** 434,8185**
Residuo 4 0,0094 0,0064
CV (%) 15,63 0,51

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ** Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey; ™ N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos; A

estatistica foi realizada em médias transformadas em vx + 1.
A comparacdo das médias demosntra que a yateiana e a podofilotoxina em

meédia sao produzidas em maior numero quando submetidas a 30°C (Tabela 30).

Tabela 30:Valores médios de podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis macrostachys em
funcéo da temperatura.

Temperatura (°C) PODOFILOTOXINA YATEINA
25 0,4015b 7,1839 b
30 0,8372 a 24,2097 a
Média 0,6193 15,6968

Médias seguidas pela mesma letra mintscula em cada coluna nado diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

4.2.6.4 Avaliacdo do efeito do fechamento dos tubos

Tanto a producdo de podofilotoxina, quanto a yateina foram influenciadas
significativamente pelo tipo de vedacéo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste
de Tukey (Tabela 31).

Tabela 31:Resumo da andlise de variancia para podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis
macrostachys em func¢éo de diferentes tipos de fechamento dos tubos de ensaio.

Fonte de variacdo GL Quadrados médios
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PODOFILOTOXINA YATEINA
Tipo de fechamento 1 0,0752** 64,7237**
Residuo 4 0,0003 0,0020
CV (%) 6,06 1,15

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ** Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey; "°N&o ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos; A

estatistica foi realizada em médias transformadas em vx + 1.

A comparacdo das meédia mostra que enquanto a podofilotoxina e a yateina
tem sua producao favorecida pela vedacdo com filme PVC, para a a-peltatina ocorre
o inverso, apresentando maiores médias quando o fechamento utilizado foi tampa
plastica (Tabela 32).

Tabela 32:Valores médios de podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis macrostachys em
funcéo do tipo de fechamento.

Tipo de fechamento PODOFILOTOXINA YATEINA
Filme de PVC 0,4015 a 7,1839 a
Tampa plastica 0,1777 Db 0,6151 b
Média 0,2896 3,8995

Médias seguidas pela mesma letra miniscula em cada coluna néo diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

4.2.6.5Avaliacdo do efeito do fotoperiodo

Todas as variaveis diferem estatisticamente ao nivel de 1% de probabilidade

pelo teste de tukey(Tabela 33).

Tabela 33:Resumo da analise de variancia para podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis
macrostachys em funcéo de diferentes fotoperiodos.

Fonte de variacdo GL Quadrados médios
PODOFILOTOXINA YATEINA
Fotoperiodo 1 0,1415** 93,1983**
Residuo 4 0,0000 0,0776
CV (%) 1,63 2,50

Médias seguidas pela mesma letra miniscula em cada coluna néo diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

A comparacdo das meédias mostra que a podofilotoxina em média é melhor

produzida no fotoperiodo de 16h.Enquanto que a yateina € melhor produzidas no

fotoperiodo de 8h (Tabela 34).
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Tabela 34:Valores médios de podofilotoxina e yateina em plantas de Leptohyptis macrostachys em
funcao do fotoperiodo.

Fotoperiodo (h) PODOFILOTOXINA YATEINA
16 0,4015 a 7,1839 b
8 0,0944 b 15,0663a

Média
Médias seguidas pela mesma letra minlscula em cada coluna nao diferem entre si nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Dessa forma, a producdo de podofilotoxina pode ser melhorada in vitro se
mantida em meio MS com metade da concentracdo dos sais, suplementada com
1,5% de sacarose, vedada com filme PVC, mantida em sala de crescimento a 30°C
com fotoperiodo de 16h. Com excessdo a concentracado dos sais no meio de cultivo
e a concentracao de sacarose, as demais condi¢cdes favorecem o numero de folhas

e/ou brotos.

De acordo com Branddo (2010), espécimes de Leptohyptis macrostachys
coletados na regido da Capada diamantina, submetidos aos mesmos métodos de
extracao e quantificacdo apresentaram podofilotoxina nas folhas com rendimento de
0,089mg/g de planta seca. Cultivada in vitro em meio MS suplementado com 1,5%de

sacarose, Leptohyptis macrostachys chegou a produzir 5,83mg/g (Figura 19).
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Figura 18: Comparativo do rendimento (mg/g de planta seca) de podofilotoxina em plantas de
Leptohyptis macrostachys cultivadas in vitro.

Contudo a producdo de podofilotoxina € de podofilotoxina € muito baixa em
relacdo a producdo de yateina (Figura 20)Portanto,mais estudos sdo necessarios
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para que desloque o equilibrio da reagcdo de biossintese no sentido da formacéao de

podofilotoxina.
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Figura 19: Comparativo de médias considerando o rendimento (mg/g de planta seca) de
podofilotoxina x yateina em plantas de Leptohyptis macrostachyscultivadas in vitro.

5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Leptohyptis macrostachys

Foi estabelecido um protocolo de germinacdo in vitro de Leptohypitis

macrostachys como os melhores parametros estudados observados para sementes

germinadas em meio MS com metade da concentragcdo dos sais sulementado com

1,5% de sacarose, 11,55pmolL™ de GAssolidificado com 0,7% de &gar e mantido em

sala de crescimento com fotoperiodo de 16h a 25°C.

5.2 MULTIPLICACAO IN VITRO DE Leptohyptis macrostachys
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As plantas se desenvolveram de modo satisfatério apos a multiplicacaoin
vitro. Contudo, a regeneracdo completa da planta pode ser melhor alcancada em
dois subcultivos: o primeiro favorecendo o crescimento da parte aérea e o posterior,
o fortalecimento das raizes, haja vista que as condicbes que favorecem brotos e

folhas e raizes divergem nas condicfes estudadas.

A formacdo de calos, importante para a producdo de metabdlitos
secundarios em larga escala, ndo foi satisfatoria, possivelmente devido as
concentragbes de auxina serem baixas, uma vez que na maior concentragdo

utilizada houve producéao discreta de calos.

Aconcentracdo de podofilotoxina pode ser melhorada em cultivo in vitrode
Leptohyptis macrostachysse mantida em meio MS com metade da concentracdo dos
sais, suplementada com 1,5% de sacarose, vedada com filme PVC e mantida em
sala de crescimento a 30°C com fotoperiodo de 16h. Também neste caso o
subcultivo pode aumentar ainda mais o0s rendimentos, pois a concentracdo de
yateina, o precursor da podofilotoxina, € favorecida em condi¢des (fotoperiodo e
temperatura, por exemplo) que sao aversas a de podofilotoxina.
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APENDICE A — Cromatograma e espectro UV do padréo de podofilotoxina.
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APENDICE B — Cromatograma e espectro UV do padr&o de yateina.

pdftc trein #3 Yateina 100 mg/L UV_VIS 2
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APENDICE C - Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro em meio MS Y2 com 1,5% de sacarose.

pdftc trein #42 [modified by usuario] MS 1/2 159 Sacarose
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APENDICE D - Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro em meio MS Y2 com 3,0% de sacarose.

pdftc trein #45 [modified by usuario]
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APENDICE E — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro em meio MS completo com 1,5% de sacarose.

pdftc trein #48 [modified by usuario]
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APENDICE F — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro em meio MS completo com 3,0% de sacarose.

pdftc trein #52 [modified by usuario]
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APENDICEG - Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro (controle).
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APENDICEH — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,
respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro na presenca de 5,37uM de ANA.
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APENDICEI — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,
respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro na presenca de 10,74uM de ANA.
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APENDICEJ — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,
respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in
vitro na presenca de 4,44uM de BAP.
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APENDICEK — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,
respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in
vitro na presenca de 4,44uM de BAP e 5,37uM de ANA.
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APENDICEL — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in
vitro na presenca de 4,44uM de BAP e 10,74uM de ANA.
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APENDICEM — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro na presenca de 8,88uM de BAP.
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APENDICEN — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in
vitro na presenca de 8,88uM de BAP e 5,37uM de ANA.
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APENDICEO - Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in
vitro na presenca de 8,88uM de BAP e 10,74uM de ANA.

pdftc trein #30 [modified by usuario]

2BAP 2ANA

UV VIS 2

350

=]

17

300

200+

100+

60,0

3,0, TISnsF

On, ValVal

u

= Off, FrSnsF

On, Inhbit

it

56 - Podofilotoxina - 12,442

59 - Yateina - 14,503

WVL:290 nm

62 - a-peltatina - 19,168

Podofilotoxina

12.46 min

SO,CF:
37,&:
25,(%:
12,&:

0,0

-10,0

%

232.7

283.7

337.3

60,0

Yateina

190

L —
220

14.49 min

L —
240

— T
260

— T
280

—
300

—
320

—
340

—
360

L —
380

Iz

50,(%:
37,&:
25,(#:
12,%:

0,0

-10,0

289.9

190

—
220

—
240

L —
260

L —
280

—T
300

—T
320

—T
340

—T
360

—
380



94

APENDICEP - Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,
respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro sob 30°C de temperatura.

pdftc trein #36 [modified by usuario]
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APENDICEQ - Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,

respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in

vitro com tubos fechados com tampa plastica.
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APENDICER — Cromatograma e espectros UV de podofilotoxina e yateina,
respectivamente, no extrato de plantas de Leptohyptis macrostachys cultivadas in
vitro sob fotoperiodo de 8h.
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ANEXO A — Constituintes do meio MS

COMPONENTE CONCENTRACAO (mgL ¥
MACRONUTRIENTES
NH4NO3 1650
KNO3; 1900
CaCL2.2H20 441
MgSOa4.7H20 370
KH2PO4 170
Na,EDTA 37,25
Kl 0,83
MICRONUTRIENTES
FeSO4.7H20 27,85
MnSO4.H20 16,9
ZnS04.7H,0 8,6
HsBO; 6,2
Na,MoQOg4.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
CuS0,4.5H,0 0,025
VITAMINAS

CeHsNO2 0,5
CeH12CINO, 0,5
C12H18CIN4OS 0,5
C2Hs5NO2 2

CeH1206 100




