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RESUMO

As lignanas, classe de metabdlitos secundarios de grande significado bioldgico, séo
encontradas em algumas espécies da familia Lamiaceae. Dentre as vérias espécies da familia,
destaca-se Eriope blanchetii, endémica do Brasil, ocorrendo nas restingas da Bahia e Sergipe.
O valor medicinal desta espécie ja foi comprovado por estudo fitoquimico e de citotoxicidade,
no qual foi detectado a presenca de podofilotoxina, metabdlito secundario precursor de dois
derivados semissintéticos (etoposide e teniposide) que possuem efeito anticancer.
Considerando que a espécie foi categorizada como vulneravel, e levando-se em conta que a
biossintese de metabolitos secundarios in natura apresenta larga variacdo em decorréncia das
condi¢cdes ambientais, destaca-se 0 emprego da tecnologia de cultura de tecidos vegetais.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo geral estabelecer o cultivo de E. blanchetii in
vitro e analisar a influéncia de fatores abidticos na expressdo de podofilotoxina durante o
cultivo in vitro. Foram testados diferentes protocolos de desinfestacdo, germinacéo,
conservacdo e quebra de dorméncia de sementes, bem como a influéncia da concentragéo de
sais no meio de cultura para o estabelecimento in vitro. Um novo protocolo de desinfestacédo
de sementes foi proposto para E. blanchetii, composto por uma etapa pré-germinativa (a nivel
de semente) e outra pos-germinativa (a nivel de planta). O protocolo mais eficiente para a
superagdo da dorméncia de sementes foi a embebicio em solugdo de giberelina 200mg.L™ por
1h. As sementes de E. blanchetii podem ser conservadas a -80°C por até 90 dias sem
comprometer o seu potencial germinativo. A producdo de maior quantidade de matéria fresca
e seca de E. blanchetii pode ser obtida utilizando-se o meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) suplementado com carvio ativado 2g.L™. Para a multiplicagdo in vitro de E.
blanchetii, explantes da regido do n6 foram submetidos a diferentes condi¢des de cultivo in
vitro, a fim de estimular a superproducdo de podofilotoxina. Os melhores dados de
enraizamento foram obtidos na auséncia de reguladores. Para o desenvolvimento da parte
aerea, matéria fresca e seca, recomenda-se 0 uso de 8,88uM de BAP. A temperatura ideal para
a multiplicacdo in vitro de E. blanchetii € 25 °C. As condig¢des de cultivo in vitro, assim como
os fatores abidticos empregados como fonte de estresse, inviabilizaram a expressdo da
podofilotoxina em E. blanchetii.

Palavras-chave: CLAE. Elicitacdo. Lamiaceae. Metabolitos Secundérios. Planta Medicinal.



ABSTRACT

The lignans, are a secondary metabolites class with great biological importance, which are
found in some species of the Lamiaceae family. Among the species variety within this family,
the outstanding Eriope blanchetii, endemic of Brazil, occurs on the restingas from Bahia and
Sergipe. The medicinal value of this species was already proven by a phytochemical and
cytotoxic study, on which was detected podophyllotoxin presence, a secondary metabolite that
is a precursor of two semisynthetic derivatives (etoposide and teniposide) with an anticancer
effect. Considering the vulnerable status given to this species, and being aware that the in
natura the biosynthesis of secondary metabolites presents a large variation due to the
enviromental conditions, the use of vegetal tissues culture technology is here highlighted.
Thus, this work aimed to establish E. blanchetii in vitro cultivation and analyze abiotics
factors that might influence over podophyllotoxin expression after the in vitro cultivation.
Different desinfestation, germination, conservation and seed dormancy breaking protocols
were tested, as well as the salts concentrations influence during the in vitro establishment
culture medium. Also, a new seeds desinfestation protocol was proposed for E. blanchetii,
that was composed by a pre-germinative stage (at a seed level) and a pos-germinative stage (at
a plant level). The most efficient protocol for overcoming seed dormancy procedure was the
gibberellin solution at 200mg.L™ soaking for 1h. The E. blanchetii seeds can be preserved at -
80°C for up to 90 days without compromising its germination potential. The biggest matter
production of E. blanchetii can be obtained by the use of a MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) culture medium supplemented with active charcoal 2g.L™. For in vitro multiplication of
E. blanchetii, node regions explants were submitted to different in vitro cultivation
conditions, aiming to stimulate a overproduction of podophyllotoxin. The best rooting data
were obtained in the absence of regulators. For the aerial parts, fresh matter and dry matter
development, the use of 8,88uM of BAP is recommended. The ideal temperature for E.
blanchetii in vitro multiplication is 25°C. Finally, the in vitro cultivation conditions, as well as
the abiotic factors used as a stress source, made the podophyllotoxin expression on E.
blanchetii impossible.

Key-words: Elicitation. HPLC. Lamiaceae. Medicinal plants. Secondary metabolites.
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INTRODUCAO GERAL

A prética de identificacdo e manipulacdo das plantas medicinais acompanhou a evolugéo
do homem. Ao longo do tempo, os métodos de extragcdo de compostos de interesse medicinal
aumentaram e se modificaram e, cada vez mais, tém assumido um papel fundamental na
descoberta de tratamentos das mais variadas doencas. Porém, somente cerca de 15% das espécies
vegetais foram estudadas do ponto de vista quimico, e apenas 6% do ponto de vista
farmacolégico (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Em meio as plantas de importancia medicinal, a familia Lamiaceae tem sido reconhecida
pela existéncia de inumeras espécies utilizadas em decorréncia do seu potencial aromaético e
medicinal. Esse potencial é devido a presenca de metabolitos secundarios, produzidos
densamente nos caules e folhas dos seus representantes (MATQOS, 2002). Dentre os metabdlitos
secundarios caracteristicos dessa familia, um grupo de grande significado biol6gico é formado
pelas lignanas, com ocorréncia relatada por Brand&o e colaboradores (2010) nos géneros Phlomis
L., Vitex Tour. ex L., Mosla (Benth.) Buch.-Ham. ex Maxim., Hyptis Jacg. e Eriope Humb. &
Bonpl. ex Benth., e por Meira e colaboradores (2017) no género Leptohyptis Harley &
J.F.B.Pastore.

O género Eriope possui cerca de 40 espécies (SILVA-LUZ et al., 2012), sendo 28
endémicas do Brasil (FLORA DO BRASIL 2020, 2019). Ainda de acordo com estes autores, 0
género se caracteriza por plantas do tipo arvoretas, arbustos, subarbustos ou ervas perenes,
frequentemente aromaticas, presenca de inflorescéncia com flores de corola violeta ou lilas. Com
ampla distribuicdo, ele é encontrado nos dominios fitogeograficos da Amazé6nia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (FLORA DO BRASIL 2020, 2019).

Dentre as varias espécies do género, destaca-se Eriope blanchetii (Benth.) Harley,
endémica do Brasil, que ocorre nas restingas da Bahia e Sergipe (Figura 1) (HARLEY et al.,
2015). E. blanchetii € um arbusto que varia de 0,5 a 4,3 m de altura, sendo comum na sucessao
de dunas, provavelmente como resultado do seu mecanismo de dispersdo de sementes, uma
combinagéo de balistica e auxilio do vento (MORAWETZ, 1983).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Benth.
https://pt.wikipedia.org/wiki/Buch.-Ham.
https://pt.wikipedia.org/wiki/Maxim.
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Figura 1. Distribuigdo geografica no Brasil de Eriope blanchetii. Fonte: CNC FLORA, 2012.

Segundo Silva e colaboradores (2005), E. blanchetii (Figura 2) possui flores lilases,
gamopétalas, com simetria bilateral e, além disso, apresenta um labio inferior que, ao servir
como plataforma para os visitantes florais, deixa expostas as anteras, de forma a otimizar a
polinizacdo. A floragdo é continua ao longo de todo o ano, com variacdo de intensidade nos
picos de producdo de gemas (VIANA, 1999). Apesar de estar presente em uma unidade de
conservacdo (Area de Protecio Ambiental das Lagoas e Dunas de Abaeté) e, entre as espécies
arbéreas e arbustivas da restinga do Abaeté apresentar a sexta maior densidade (VIANA et al.,
2006), a espécie foi categorizada como "Vulneravel" (VU) em decorréncia da pequena dimenséo
e vulnerabilidade do ambiente de ocorréncia (CNC FLORA, 2012).
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Figura 2. Ramo de Eriope blanchetii com inflorescéncia. Parque das Dunas, Salvador — BA.
A escala na figura representa 1cm. Autor: QUARESMA, L.G.P.

O potencial medicinal de E. blanchetii foi comprovado por David e colaboradores (2001)
através de um estudo fitoquimico e de citotoxicidade do extrato cloroférmico das partes aéreas

da espécie. Nesse estudo, demonstrou-se a presenca de podofilotoxina (Figura 3a).

<: 9 {q o
(a) (b) (c)

Figura 3. Estruturas quimicas da podofilotoxina e seus derivados semissintéticos. Fonte: BRANDAO et
al., 2010.
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Conforme relatado por Kitamura e colaboradores (2009), acredita-se que as lignanas,
grupo ao qual pertence a podofilotoxina, desempenham atividade de defesa e regulacdo do
crescimento nos vegetais. Os compostos desse grupo diferem entre si pela substituicdo nos
grupos arila, e sdo justamente essas diferencas estereoquimicas que garantem a diversidade de
atividade biolégica desempenhada: antiviral, antifingica, imunossupressora, antiasmatica,
antioxidante e citotdxica (KITAMURA et al., 2009). A podofilotoxina se destaca por ser uma

lignana ariltetralinicas com atividade citotoxica e efeito anticancer (MEDRADO et al., 2015).

Nas células animais, a podofilotoxina causa interrup¢do da mitose e consequente morte da
célula, isso se da através da forte ligacdo desta com a tubulina, subunidade dos microtabulos
(BRANDAO et al., 2010). Atualmente, devido aos seus efeitos secundarios sobre o sistema
gastrointestinal, rins, figado e sistema nervoso central, esse composto ndo é utilizado na sua
forma natural (BRANDAO et al., 2017).

Desta forma, nos estudos atuais, a podofilotoxina é utilizada como material de partida
para os derivados semissintéticos: etoposido [4-dimetil —7 (4,6-O-etilideno B-D-glicopiranosil
epipodofilotoxina)] (Figura 3b) e teniposido [4-dimetil-7-(4,6-O-tenilideno-B-D-glicopiranosil
epipodofilotoxina)] (Figura 3c), que apresentam menor toxicidade e por isso foram introduzidos
no tratamento clinico do cancer (BRANDAO et al., 2010). Da mesma maneira que a
podofilotoxina, 0s seus derivados também desempenham efeito anticancer; contudo, através de
outro mecanismo: eles se ligam a topoisomerase Il, presente no inicio da fase G2, impedindo que
essa enzima repare a fita de DNA, atuando, assim, como um bloqueio pré-mit6tico (BRANDAO
et al., 2010).

Apesar da eficacia de muitas plantas medicinais ja ter sido comprovada cientificamente, a
extracdo de seus metabolitos secundarios ndo é eficiente; além disso, muitas dessas plantas ndo
possuem uma forma de cultivo estabelecida (OCHOA-VILLARREAL et al., 2016) a biossintese
de metabolitos secundarios in natura é frequentemente baixa, e sua sintese depende das
condi¢des ambientais (ESPINOSA-LEAL et al., 2018). De acordo com Paul e Ma (2011), tratos
culturais como as técnicas de plantio, de adubacdo, a época e a forma de colheita também tém
sua importancia tanto na formacdo de biomassa como na quantidade de principios ativos

produzidos.

A fim de solucionar esses problemas, destaca-se 0 emprego da tecnologia de cultura de
tecidos vegetais, na qual se trabalha em um ambiente estéril, com linhagens de plantas

selecionadas, cujos produtos resultantes do metabolismo secundario podem ser produzidos sob
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condicGes fisicas apropriadas e padronizadas (GIACOMETT], 1990). A propagacao de plantas in
vitro ou a cultura de partes das plantas, normalmente raizes ou calos, produz material de
qualidade e capaz de expressar metabolitos secundarios de importancia farmacéutica
(ESPINOSA-LEAL etal., 2017). E justamente por possibilitar maior controle sobre as rotas
biossintéticas, permitir a selecdo de variantes mais desejadas, e ser independente dos fatores
ambientais, que a técnica de cultura de tecidos vem ocupando espa¢o no campo da manipulacdo
e producdo de metabdlitos secundarios (ALTPETER et al., 2016).

Em relacdo a obtencdo de compostos de interesse farmacéutico, por meio da cultura de
tecidos vegetais in vitro pode-se otimizar a producdo de metabdlitos secundarios ao propiciar a
superexpressdo dos mesmos, em um curto periodo de cultivo. Isso representa uma grande
vantagem em relacdo as plantas obtidas in situ, nas quais o espacgo de tempo para a producéo e
acumulo desses metabolitos pode variar entre espécies, dentro da espécie, de acordo com o ciclo

de desenvolvimento da planta, e principalmente em resposta ao ambiente (SANTOS et al., 2007).

Entretanto, para producéo in vitro de metabdlitos de interesse é necessario levar em conta
inimeros fatores, pois estes estdo diretamente ligados tanto ao sucesso da cultura quanto a
expressdo do metabolismo secundério da planta (ESPINOSA-LEAL et al., 2017). Por exemplo,
para o crescimento da planta e acimulo de metabdlitos secundarios é crucial determinar uma
concentracdo 6tima de nutrientes no meio de cultura (MONFORT etal., 2018). Para o
estabelecimento de qualquer cultura deve-se levar em conta pontos chave como o tipo de meio

de cultura utilizado, a composicao salina deste e a fonte energética (MONFORT et al., 2018).

Dentre os diversos tipos de meio existente 0 Murashige & Skoog (MS) (1962) é o mais
utilizado (ESPINOSA-LEAL et al., 2018). Em sua férmula original, 0 meio MS possui uma alta
concentracdo salina (RAHMAN etal., 2015), porém ja foi demonstrado que diferentes
concentragdes salinas do meio MS influenciam o crescimento de diferentes formas, a depender
da espécie em estudo (SINGH et al., 2015). De forma geral, 0 meio MS quando com metade da
concentragdo de sais (MS/2), ou um quarto (MS/4), estimula a producdo de raizes
(SHEKHAWAT et al., 2015).

Outro elemento que pode influenciar o desenvolvimento da cultura é a concentragéo e o
tipo de regulador vegetal (MONFORT etal., 2018). Os reguladores vegetais podem afetar a
producdo de metabdlitos secundarios, ao passo que desempenham fungdes promotoras no
metabolismo vegetal (SILVESTRINI et al., 2002). Em uma revisdo de 2018, Jamwal e

colaboradores apresentaram alguns estudos sobre a producdo de metabolitos secundarios in vitro
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utilizando diferentes reguladores de crescimento. Nesse trabalho, hd uma extensa lista que
relaciona os reguladores vegetais acrescido ao cultivo in vitro das plantas com os metabdlitos
secundarios por elas expressos. Em adicdo, os autores salientam a necessidade de uma pesquisa
intensiva para a producdo dos altos rendimentos requeridos para utilizacdo comercial dos

metabdlitos secundarios, principalmente os relacionados com a satude humana.

Dentre as estratégias para producdo de metabolitos in vitro destaca-se a elicitacdo, que
representa um dos métodos de baixo custo com maior éxito (LEE; SHULER, 2000). A técnica
consiste em expor a cultura a um estresse, por meio de um indutor/elicitor quimico ou fisico,
propiciar a producdo de metabolitos secundarios que ndo sao produzidos frequentemente, ou que
sdo produzidos apenas em baixas quantidades (DONG; ZHONG, 2001). Isso pode ser realizado
através de elicitores bioticos (reguladores vegetais, micélios de fungos patogénicos, varios
extratos de proteinas) ou elicitores abidticos (temperatura, luz, metais pesados, pH, etc.)
(WANG; ZHONG, 2002; HU et al., 2001). Vale ressaltar que a adequada selecdo do elicitor vai
depender do metabdlito de interesse e da planta em estudo (ESPINOSA-LEAL et al., 2018).

Desse modo, a utilizacdo da biotecnologia em plantas, tais como o estabelecimento in
vitro, a elicitacdo, a cultura de células e tecidos vegetais, pode resolver ou minimizar alguns dos
problemas presentes na producdo ex vitro, assim como as pressdes geradas no ambiente. Essas
técnicas visam o aumento e o direcionamento da propagacdo de plantas superiores, além da
producdo de metabolitos secundarios que tenham relevancia do ponto de vista terapéutico e que,

por algum impedimento, ndo podem ser sintetizados artificialmente (NICOLAU et al., 1994).

Em adicdo, o cultivo in vitro evita a exploracdo desordenada e intensa dos recursos
naturais, permitindo a preservacdo do meio ambiente (PETROVICK et al., 1997). Isso se faz
importante uma vez que a producdo e o cultivo de plantas medicinais ainda so inexpressivos
para a maioria das espécies nativas, de forma que ha uma prevaléncia do processo de coleta
extrativista, 0 que é a causa de erosdo genética para muitas espécies endémicas (SOUZA et al.,
2011). Nesse contexto, estudos e metodologias que viabilizem e otimizem a producéo de plantas
medicinais e de seus metabolitos em escala comercial sdo certamente estratégias que podem

reduzir o impacto da devastacdo da flora nativa.

Posto isso, estudos com E. blanchetii in vitro se justificam pela disponibilidade limitada
de fontes naturais da planta, pela possibilidade de potencializar a producdo de podofilotoxina
através da composicdo do meio nutritivo e suplementos a ele adicionados, bem como pelas

condic@es fisicas de cultivo, independéncia dos fatores ambientais que podem influenciar na
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quantidade e qualidade da podofilotoxina, e cumprimento mais fécil das altas demandas de
producao.

Por fim, estudos que visam a conservacdo do germoplasma de espécies medicinais
nativas vém crescendo nos dltimos anos, principalmente em decorréncia do grande potencial
econdmico destas espécies (SOUSA, 2015). O armazenamento de sementes visa prolongar a
viabilidade das mesmas possibilitando sua conservacdo em bancos de germoplasma ou até
mesmo o seu uso futuro para fins econdmicos ou ambientais (SILVA; FERRAZ, 2015). Vérios
fatores contribuem para o aumento do periodo de longevidade das sementes, dentre 0s quais se
destaca a temperatura de armazenamento (SILVA; FERRAZ, 2015). A temperatura afeta
diretamente a velocidade das rea¢fes quimicas, e sua reducdo, conforme caracteristicas proprias

de cada espécie, pode beneficiar a conservacdo das sementes (MARCOS FILHO, 2015).

Portanto, o presente trabalho tem por objetivo geral o estabelecimento in vitro de Eriope
blanchetii a fim de analisar a influéncia de reguladores vegetais e de fatores abidticos na
producdo de podofilotoxina durante o cultivo in vitro, além da conservagdo de sementes visando

contribuir para a conservacdo do germoplasma desta espécie.
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CAPITULO 1: CONSERVACAO DE SEMENTES E ESTABELECIMENTO in vitro DE
Eriope blanchetii (Benth.) Harley, PLANTA DE IMPORTANCIA MEDICINAL
ENDEMICA DA RESTINGA DA REGIAO NORDESTE DO BRASIL!

1 A ser publicado na Revista Brasileira de Plantas Medicinais - RBPM
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RESUMO

Pertencente a familia Lamiaceae, Eriope blanchetii ja teve seu potencial medicinal comprovado
pela presenca de podofilotoxina nos extratos de suas partes aéreas. Este metabdlito secundario se
destaca por ser uma lignana ariltetralinica precursora de dois derivados semissintéticos
(etoposide e teniposide) que possuem efeito anticancer. A producdo e o cultivo de plantas
medicinais como Eriope blanchetii ainda s&o inexpressivos para a maioria das espécies nativas,
de forma que h& uma prevaléncia do processo de coleta extrativista. Neste contexto, destaca-se a
cultura de tecidos vegetais, que pode atuar visando 0 aumento e o direcionamento da propagacao
de plantas superiores, além da producdo de metabdlitos secundarios que tenham relevancia do
ponto de vista terapéutico. Em vista disto, o presente trabalho tem por objetivo obter o protocolo
de estabelecimento in vitro da espécie E. blanchetii além da conservagdo de sementes visando
contribuir para a conservacdo do germoplasma desta espécie. Para tanto, foram testados
diferentes protocolos de desinfestacdo, germinacdo, conservacdo e quebra de dorméncia de
sementes, bem como a influéncia da concentracdo de sais no meio de cultura para o
estabelecimento in vitro. Um novo protocolo de desinfestacdo de sementes foi proposto para E.
blanchetii: fase pré-germinativa, a nivel de semente (alcool 70% por 2 min. + hipoclorito de
sodio 2,5% por 15 min. + lavagem tripla em agua destilada autoclavada); fase pds-germinativa, a
nivel de planta (alcool 70% por 2 min. + hipoclorito de sodio 2,5% por 10 min. + lavagem tripla
em agua destilada autoclavada). O protocolo mais eficiente para a superacdo da dorméncia de
sementes foi a embebicdo em solugdo de giberelina 200mg.L™? por 1h. As sementes de E.
blanchetii podem ser conservadas a -80°C por até 90 dias sem comprometer 0 seu potencial
germinativo. A producdo de maiores quantidades de matéria fresca e seca de E. blanchetii pode

ser obtida utilizando-se o meio de cultura MS suplementado com carvéo ativado 2g.L™.

Palavras-chave: Conservacdo de Sementes. Desinfestagdo. Lamiaceae. Superacdo de

dorméncia.
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1.1 Introdugéo

As plantas medicinais continuam ocupando posic¢ao de destaque no que se refere ao uso
dos seus metabolitos secundarios para a producdo de farmacos (MORAIS et al., 2012). Dentre as
varias espécies de importancia medicinal, destaca-se Eriope blanchetii (Benth.) Harley, espécie
endémica do Brasil, de ocorréncia restrita nas restingas da Bahia e Sergipe (HARLEY et al.,
2015). Apesar de estar presente em uma unidade de conservacio (Area de Protecdo Ambiental
das Lagoas e Dunas de Abaeté) e de ter a sexta maior densidade entre as espécies arboreas e
arbustiva da restinga do Abaeté (VIANA et al., 2006), em decorréncia da pequena dimensao e
vulnerabilidade do ambiente de ocorréncia, E. blanchetii foi categorizada como "Vulneravel”
(VU) (CNC FLORA, 2012).

Pertencente a familia Lamiaceae, E. blanchetii ja teve seu potencial medicinal
comprovado por David e colaboradores (2001) através de um estudo fitoquimico, que
demonstrou a presenca de podofilotoxina (Figura 1a) no extrato cloroférmico das partes aéreas
da espécie. Enquanto que nos vegetais a podofilotoxina provavelmente atua na defesa e
regulacdo do crescimento (KITAMURA et al., 2009), nas células animais ela se destaca por ser
uma lignana ariltetralinicas com acdo citotoxica e efeito anticancer (MEDRADO et al., 2015).
Entretanto, esse composto deixou de ser utilizado na sua forma natural devido aos seus efeitos
colaterais que afetam o sistema gastrointestinal, rins, figado e sistema nervoso central
(BRANDAO et al., 2017).
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Figura 1. Estruturas quimicas da podofilotoxina e seus derivados semissintéticos. Fonte: BRANDAO et
al., 2010.

Desta forma, nos estudos atuais, a podofilotoxina tem sido utilizada como material de

partida para obtencdo de dois derivados semissintéticos: o etoposido [4-dimetil —7 (4,6-O-
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etilideno B-D-glicopiranosil epipodofilotoxina)] (Figura 1b) e o teniposido [4-dimetil-7-(4,6-O-
tenilideno-B-D-glicopiranosil epipodofilotoxina)] (Figura 1c), que apresentam menor toxicidade

e por isso foram introduzidos no tratamento clinico do cancer (BRANDAO et al., 2010).

A cultura de tecidos vegetais emprega a biotecnologia para diversos fins como a
multiplicacdo e a conservacdo das plantas (GIACOMETTI, 1990). O cultivo in vitro evita a
exploracdo desordenada e intensa dos recursos naturais, permitindo a preservacdo do meio
ambiente (PETROVICK et al., 1997). Isto se faz importante, uma vez que a producéo e o cultivo
de plantas medicinais ainda sdo inexpressivos para a maioria das espécies nativas, de forma que
h& uma prevaléncia do processo de coleta extrativista, que tem causado erosdo genética para
muitas espécies endémicas (SOUZA et al., 2011). Nesse contexto, estudos e metodologias que
viabilizem e otimizem a producdo de plantas medicinais em escala comercial certamente sdo

estratégias que podem reduzir o impacto da devastacao da flora nativa.

Além do mais, a cultura de tecidos vegetais pode otimizar a producdo de metabolitos
secundarios ao propiciar a superexpressdo dos mesmos, em um curto periodo de cultivo. Isso
ocorre em virtude das diversas técnicas utilizadas, que podem elevar as taxas biossintéticas de
forma a atender as demandas de producdo (ESPINOSA-LEAL et al., 2017).

Para iniciar qualquer estudo que envolva a cultura de tecidos de uma espécie, € necessario
0 estabelecimento in vitro da mesma. De acordo com Chaves e colaboradores (2005), o
estabelecimento in vitro € uma das etapas mais complicadas da cultura de tecidos vegetais, o que
pode ser um obstaculo para aplicacdo da técnica em algumas espécies. Isto se deve, em parte, ao
fato de que para se estabelecer uma espécie in vitro é necessario obter grande quantidade de
material vegetal livre de contaminantes e com caracteristicas anatémicas e fisiol6gicas normais,
de forma a se ter material saudavel para aplicar as diversas técnicas do cultivo in vitro
(GIACOMETT], 1990). Alguns protocolos de desinfestacdo ja foram apresentados por diversos
autores, e dentre as substancias com acdo germicida, as mais usadas sao 0s compostos a base de
cloro, como o hipoclorito de sodio. De acordo com Grattapaglia e Machado (1998)
contaminacgdes por bactérias enddgenas representam um grande problema no estabelecimento

das culturas, de forma que a utilizacdo de substancias germicidas se faz necesséaria.

Outra preocupacdo em relacdo ao cultivo in vitro é o meio nutritivo no qual o vegetal serd
cultivado. A escolha do meio de cultura é um dos fatores que determina o sucesso ou ndo do
estabelecimento da cultura in vitro (MONFORT et al., 2018). Diversas formulacdes de meio de

cultura podem ser usadas, as quais podem diferir entre si pelo balango e concentracéo dos sais de
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acordo com as necessidades de cada espécie. Mas, de forma geral, é fundamental suplementar o
meio de cultura com macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, e outras substancias que

garantam o desenvolvimento da cultura (CALDAS et al., 1998).

Em vista disto, o presente trabalho tem por objetivo obter o protocolo de estabelecimento
in vitro da espécie E. blanchetii, além da conservacdo de sementes visando contribuir para a

conservacao do germoplasma desta espécie.

1.2 Material e Métodos

Ramos com frutos maduros de E. blanchetii foram coletados no Parque das Dunas,
Salvador — BA. Os mesmos foram levados para o Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais —

LCTV da Universidade Federal da Bahia e as sementes foram beneficiadas.

1.2.1 Teste de tetrazolio e determinacdo do grau de umidade das sementes de Eriope blanchetii

Para determinacdo do teor de umidade das sementes, foi utilizado o método da estufa a
105 °C durante 24h (BRASIL, 2009) em uma amostra de 200 sementes. A viabilidade das
sementes de E. blanchetii foi determinada através do teste de tetrazélio (BRASIL, 2009) em

outras 200 sementes.

1.2.2 Superacédo da dorméncia das sementes de Eriope blanchetii

Para os experimentos de quebra de dorméncia, as sementes recém coletadas foram
submetidas a 12 tratamentos (Tabelal). Posteriormente, as sementes de E. blanchetii foram
inoculadas individualmente em tubos de ensaio tendo como substrato 10 mL de agua gelificada
com 0,7% de Agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem, e a esterilizagéo foi

feita em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com cada tratamento
formado por 4 repeticdes, sendo cada repeticdo formada por 25 tubos com uma semente por
tubo. Apos 60 dias da inoculacdo, as variaveis analisadas foram: percentual de germinabilidade
(G), tempo meédio de germinacdo (Tm) e velocidade média de germinacdo (V) baseadas em
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Ferreira e Borghetti (2004). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5% de significancia, no programa
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011).

Tabela 1. Métodos de superacdo de dorméncia aplicados visando o estabelecimento in vitro de E.
blanchetii.

Método de quebra de dorméncia Duracéo
T1 Imers&o em &cido sulfarico P.A. a 78,13% 2 min
T2 Imerséo em agua destilada a 90°C 2 min.
T3 Lavagem em agua corrente 24h
T4 Imersdo em agua destilada 24h
T5 Imers&o em agua destilada 48h
T6 Escarificagdo em peneira plastica 2 min.
T7 Imers&o em soluc&o de giberelina 100 mg.L™* 1h
T8 Imersdo em solucéo de giberelina 200 mg.L™* 1h
T9 Imersdo em solucéo de giberelina 100 mg.L™* 2h
T10  Imersdo em solugdo de giberelina 200 mg.L* 2h

T11 Controle -

1.2.3 Desinfestacdo e germinacéo in vitro das sementes de Eriope blanchetii

Em capela de fluxo laminar sementes recém coletadas, depois de serem imersas por 1h
em solucdo de giberelina 200mg.L?, foram submetidas a sete diferentes tratamentos de
desinfestacdo (Tabela 2), incluindo métodos de desinfestacdo pré-germinativos (a nivel de
semente; tratamentos D1 e D2), durante a germinacdo (com a adicdo de fungicida no meio de

cultura; tratamentos D3 a D6), e pds-germinativo (a nivel de planta; tratamento D7).

Apos a assepsia, as sementes de E. blanchetii foram inoculadas individualmente em tubos
de ensaio tendo como substrato 10 mL de agua gelificada com 0,7% de Agar. O pH foi ajustado
para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem, e a esterilizagdo foi feita em autoclave a 121°C durante 15
minutos. A escolha do substrato teve como objetivo evitar a progressdo rapida de possiveis
contaminacgdes ao ponto de matar as plantas recém germinadas, sendo considerado germinada a

semente que emitiu radicula.
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O experimento foi mantido por 90 dias em sala de crescimento com temperatura de 25 +
2°C e fotoperiodo de 16 horas luz sob 25 umol.m2.s? de irradiancia. Apds esse periodo, as
plantas foram transferidas para meio Murashige e Skoog (MS) (1962), gelificado com 0,7% de

agar.

Tabela 2. Métodos de desinfestacdo aplicados visando o estabelecimento in vitro de E. blanchetii.

Método de Desinfestacao

D1 Alcool 70% (2 min.) — Hipoclorito de sodio 2,5% (15 min.) — Agua destilada
autoclavada (3X)

D2 Alcool 70% (2 min.) — Hipoclorito de sédio 2,5% (15 min.) — Agua destilada
autoclavada (3X) — 0,3¢g/L do Fungicida Carbendazim (2 min.)

D3 Meio de cultura (Agar 7%) + 2,59.L do Fungicida Carbendazim

D4 Meio de cultura (Agar 7%) + 5g.L do Fungicida Carbendazim

D5 Meio de cultura (Agar 7%) + 7,59.L™ do Fungicida Carbendazim

D6 Meio de cultura (Agar 7%) + 10g.L* do Fungicida Carbendazim

D7 Tratamento D2 + Desinfestacdo das plantas com 45 dias
Alcool 70% (2 min.) — Hipoclorito de sédio 2,5% (10 min.) — Agua destilada

autoclavada (3X)

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 25 sementes
por tratamento. As variaveis analisadas foram: percentual de contaminagdo, germinacao (sendo
considerada germinada as sementes que emitiram radicula) e sobrevivéncia. Para andlise
estatistica, foi utilizado o programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas a 5% de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
1.2.4 Conservagéo das sementes de Eriope blanchetii

O ensaio de conservagdo das sementes de E. blanchetii utilizou arranjo fatorial 3x4 (trés
ambientes de conservacdo: silica (temperatura ambiente), -20 °C, e -80 °C, e quatro periodos de
armazenamento: 30, 90, 180 e 360 dias). Totalizando 12 condicGes de conservacgdo, alem do

controle, constituido pelas sementes germinadas no tempo zero.

Apo6s o periodo de conservagdo, as sementes de E. blanchetii foram inoculadas
individualmente em tubos de ensaio tendo como substrato 10 mL de agua gelificada com 0,7%
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de Agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem, e a esterilizagdo foi feita em
autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢fes de 25 sementes
por tratamento. Apds 60 dias da inoculagdo, as varidveis analisadas foram: percentual de
germinabilidade (G), tempo médio de germinagdo (Tm) e velocidade média de germinacédo (V)
baseadas em Ferreira e Borghetti (2004). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5% de significancia, no
programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011).

1.2.5 Multiplicag&o in vitro de Eriope blanchetii

Para o experimento de multiplicag&o in vitro foi utilizado como explante a regido nodal,
sem folhas, com aproximadamente 1,5 cm, de plantas com aproximadamente 90 dias de idade.
Em fluxo laminar, os explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio contendo
aproximadamente 10mL de meio Murashige & Skoog (1962) (MS), gelificado com &gar 0,7%,
em quatro composic¢des distintas: M1 - meio MS suplementado com 3% de sacarose; M2 - meio
MS suplementado com 3% de sacarose e 0,2% carvéo ativado (CA); M3 - meio MS com metade
da concentracdo salina (MS %) suplementado com 1,5% de sacarose; M4 - meio MS %

suplementado com 1,5% de sacarose e 0,2% carvao ativado (CA).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem. Os
experimentos foram mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas luz sob 25 umol.m?.s* de irradiancia. Apés 90 dias, o experimento foi
avaliado através das seguintes variaveis: presenca (1) e auséncia (0) de calos, n° de brotos, n° de
folhas, n° de raizes, comprimento da parte aérea (mm), comprimento da raiz (mm), matéria
fresca (g) e matéria seca (g). O comprimento foi aferido por paquimetro digital de precisao; o
peso foi obtido com auxilio de balanca de precisdo. O material vegetal foi dessecado em estufa
com ventilacdo forcada a 40° C por 48 h. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2x2 (concentracdo salina do meio x carvao ativado), com seis repeticdes de cinco
plantas por tratamento. Para analise estatistica, foi utilizado o programa SISVAR 5.6
(FERREIRA, 2011). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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1.3 Resultados e Discussao

Durante o estabelecimento in vitro as sementes de E. blanchetii apresentaram dorméncia
pois, apesar de terem apresentado viabilidade de 60%, e estarem sob as condi¢des propicias ao
desenvolvimento, elas germinaram em taxas inferiores (6%) (Tabela 3). A dorméncia em
sementes usualmente é atribuida a tegumentos impermeaveis ou a imaturidade fisioldgica
(AMARO et al., 2012), e geralmente requer o uso de tratamentos especificos para que ela seja

quebrada.

Como resultado do experimento de quebra de dorméncia (Tabela 3), os tratamentos T1,
T2, e T6 acabaram por inviabilizar a germinacgdo, indicando fragilidade do tegumento a
escarificacbes mais intensas. Os tratamentos com lavagem e imersdo em &gua destilada em
temperatura ambiente (T3, T4 e T5) foram ineficientes e obtiveram percentuais baixos de
germinacdo. Os tratamentos com uso da giberelina (T7, T8, T9 e T10) foram o0s que obtiveram
maiores percentuais de germinagéo, com o melhor resultado no tratamento no qual as sementes

foram imersas por 1h em solucéo de giberelina 200mg.L (T8).

Resultados semelhantes de superacdo de dorméncia com o uso de giberelina foram
observados em outras espécies da familia Lamiaceae: Lavandula angustifolia Miller (AOYAMA
et al., 1996), Cunila galioides Benth. (PAULETTI et al., 2007), Hyptis pectinata (L.) Point.
(SANTOS NETO et al., 2009), Rosmarinus officinalis Linn. (GERONIMO, 2011) e Rhaphiodon
echinus Shauerem (SOUZA et al., 2017). Guimaraes et al. (2006) relataram que a dorméncia das
sementes é uma adaptacdo as condicGes ambientais, sendo, portanto, benéfica ao passo que
retarda a germinacdo até que o ambiente apresente as condi¢des adequadas para germinacgdo e
manutencdo da planta. Desta forma, a dorméncia em sementes pode ser considerada um

mecanismo contra a extingdo da espécie (GUIMARAES et al., 2006).

Os maiores valores de tempo médio de germinagdo (TM) também ocorreram nos
tratamentos com uso da giberelina. Esses resultados contrastam com os efeitos da giberelina
sobre a germinacdo de sementes de Lavandula angustifolia, os quais evidenciaram que a
exposicao das sementes a este regulador vegetal diminuiu 0 TM (AOYAMA et al., 1996). Ainda
assim, os valores de tempo medio das sementes de E. blanchetii na presenca da giberelina foram
similares ao apresentado pelo tratamento T3 e o controle (T11). Resultado semelhante foi
encontrado na germinacdo de sementes de Hyptis pectinata, no qual a giberelina ndo interferiu
no tempo medio de germinacdo (SANTOS NETO et al., 2009).
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Tabela 3. Valores médios de germinabilidade (G%), tempo médio de germinagdo, em dias, (TM) e indice
de velocidade de germinacgdo (IVG) de sementes Eriope blanchetii em funcéo dos diferentes tratamentos
para quebra de dorméncia.

G ™ VG
T1 -Imersdo em &cido sulfarico (2 min.) 0D 00,0B 0,00 E
T2 - Imersdo em agua destilada a 90 °C (2 min.) 0D 00,0B 0,00 E
T3 - Lavagem em &gua corrente por 24h 3D 198 A 0,03E
T4 - Imersdo em agua destilada por 24h 2D 12,5B 0,02 E
T5 - Imersdo em agua destilada por 48h 2D 11,5B 0,02E
T6 - Escarificacdo em peneira (10 min.) 0D 00,0B 0,00 E

T7 - Imersédo em solucéo de giberelina 100mg.L™ (1h) 26 C 29,2 A 0,25C
T8 - Imerséo em solucéo de giberelina 200mg.L™ (1h) 60 A 299 A 0,56 A
T9 - Imerséo em solucéo de giberelina 100mg.L™ (2h) 48 B 324 A 043B
T10 - Imersdo em solucéo de giberelina 200mg.L™ (2h) 20C 357A 0,17D
T11- Controle 6D 321A 0,04 E

Médias seguidas pela mesma letra maitscula em cada coluna, ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Scott-Knott

De forma geral, os tratamentos com uso da giberelina foram os que obtiveram os maiores
indices de velocidade de germinacdo. Sendo que, mais uma vez o tratamento no qual as sementes

foram imersas por 1h em solucéo de giberelina 200mg.L™ (T8) obteve o melhor resultado.

De acordo com Aragao et al. (2006) a embebicdo das sementes em giberelina provoca
uma maior rapidez de germinacdo. Isso ocorre porque a giberelina aumenta a atividade da
amilase, que é a principal responsavel pela degradacdo do amido das reservas cotiledonares
(VIEIRA et., 2002). Desta forma, a giberelina age tanto na superacdo da dorméncia quanto na
hidrolise das reservas das sementes, o que é fundamental para o crescimento e desenvolvimento
do embrido (MAYER; POLJAKOFFMAYBER, 1989).

Embora Aragdo e colaboradores (2006) apontem que ha uma relacdo positiva entre o
tempo de exposicao das sementes a giberelina e a sua velocidade germinativa, neste trabalho néo
foi observada essa tendéncia, ocorrendo uma redugéo no IVG das sementes expostas a um maior
tempo de imerséo (2h) nas concentragcdes de 100 e 200 mg/L de giberelina. Estes resultados
também foram observados por Afonso et al. (2018) para sementes de Tabernaemontana

catharinensis A. DC..
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As sementes de E. blanchetii apresentam mucilagem quando hidratadas, como descrito
para outras espécies de Lamiaceae: Eplingiella fruticosa (Salzm. ex Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Salzm. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Hyptis
lanceolata Poir., Hyptis ramosa Pohl ex Benth., Hyptis velutina Pohl ex Benth., Martianthus
leucocephalus (Salzm. ex Benth.) J.F.B.Pastore, Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze,
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (FERRAZ, 2016).

A mucilagem desempenha importantes fungdes na protecdo do embrido e dispersdo das
sementes (NORTH et al., 2014), exercendo mdultiplos papéis ecoldgicos (WESTERN, 2012;
YANG et al., 2012; BARRIOS et al., 2015; BHATT et al., 2016), como a adesdo de sementes ao
solo, minimizando assim a sua remocdo pela 4gua e predadores (WESTERN, 2012; SUN et al.,
2012). Embora a mucilagem desempenhe um importante papel na regulacdo da germinacdo das
sementes, sua influéncia precisa ser estudada individualmente, uma vez que é espécie especifica
e depende do contexto ambiental no qual as mesmas estdo inseridas (WESTERN, 2012;
AGHAZADEH; BEHBOODI, 2015; BHATT et al., 2016).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a presenca de mucilagem
parece estar relacionada a uma reducdo da eficiéncia de desinfestacdo das sementes, visto o alto
percentual de contaminacgdo que foi observado na germinacéo in vitro da espécie. A influéncia da
presenca de mucilagem na incidéncia de contaminacfes também foi demonstrada na germinacgéo
de Jatrophas curca L.. Nesta espécie, a permanéncia do endosperma contendo grande quantidade
de mucilagem, apds a germinacdo, no meio de cultura, ocasionou contaminacdo bacteriana
especifica; entretanto quando a plantula emergida era transferida para um meio fresco ap6s a

remocao do endosperma, a contaminacao era completamente evitada (MOHAN et al., 2011).

O primeiro tratamento de desinfestacdo (D1) apresentou elevada contaminagédo (80%), o
que foi a provavel causa da baixa taxa de germinacdo (2%). Os tratamentos nos quais as
sementes foram germinadas em substrato acrescido de fungicida (D3, D4, D5 e D6),
apresentaram indices de contaminacdo moderados de até 47%, mas também obtiveram taxas
baixas ou nulas de germinagédo. Boyle (1973 Apud DAVIDSE, 1977) afirma que o carbendazim
pode afetar a mitose em vegetais e, de acordo com Davidse (1977), a interferéncia do
carbendazim na formacéo e fungdo dos microtubulos é a provavel causa desse efeito. Posto isso,
uma vez que a germinagdo se caracteriza por intensa atividade mitotica, a causa provavel da

germinacao baixa ou ausente foi a exposic¢ao continua das sementes a aquele fungicida.
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Figura 2. Porcentagem de Contaminagdo, Germinagdo e Sobrevivéncia nos diferentes tratamentos de
desinfestagdo de sementes de E. blanchetii durante o estabelecimento in vitro.

O protocolo de desinfestacdo D2, que € o primeiro protocolo (D1) acrescido da imersdo
das sementes em solucdo de 0,3g/L do Fungicida Carbendazim por 2 minutos, apresentou
contaminacdo moderada (44%) e o maior percentual de germinacdo (60%). Porém, ao passo que
as plantas eram transferidas para 0 meio MS altos niveis de contaminacdo eram observados,
causando uma baixa taxa de sobrevivéncia (3%) das plantas. Desta forma, foi acrescida a esse
protocolo uma etapa de desinfestacdo pds-germinativa, originando o tratamento D7, que obteve a

melhor taxa de sobrevivéncia de 34%.

No experimento de conservacdo (Tabela 4) a silica foi o pior ambiente, inviabilizando
totalmente a germinacdo em todos os periodos de tempo analisados. As sementes de E.
blanchetii apresentam elevado teor de umidade, aproximadamente 61%, o0 que torna a silica,
devido a sua capacidade de absorver a umidade e desidratar os materiais biolégicos nela
depositados, ndo apropriada para a conservagdo de sementes desta espécie. A dessecacdo das
sementes mantidas em silica é, portanto, a causa mais provavel da morte de 100% dos embrides,
que foi detectada através de teste de tetrazdlio realizado nas sementes ndo germinadas apés 60
dias de inoculacdo. Assim, as sementes de E. blanchetii, por serem muito sensiveis a dessecacao,
podem ser classificadas como recalcitrantes (ROBERTS, 1973). Com isso, armazenar essas
sementes ainda hidratadas, em temperaturas tanto criogénicas quanto de super-congelamento,

pode ser uma melhor opgéo para a conservagdo (MEDEIROS; EIRA, 2006).
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Tabela 4. Valores médios de germinabilidade (%) de sementes Eriope blanchetii em funcdo do ambiente
de conservacdo (silica, -20 °C, e -80 °C) e tempo de armazenagem (30, 90, 180 e 360 dias).

Germinabilidade

Tempo de armazenamento Silica -20°C -80°C
30 dias 0 Ac 08 Ab 18 Aa
90 dias 0 Ac 11 Ab 21 Aa
180 dias 0 Ab 07 Aa 06 Ba
360 dias 0 Ab 01 Bb 07 Ba

Meédias seguidas mesmas letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas ndo diferem significativamente entre
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Para a variavel Germinabilidade, o ambiente a -80°C foi o que apresentou os melhores
resultados para todos os periodos de tempo. Contudo, houve uma reducdo significativa da
germinabilidade a partir de 180 dias. De acordo com Medeiros e Eira (2006), isso ocorre, porque,
mesmo em condicOes favoraveis de armazenamento, as sementes recalcitrantes possuem baixa
longevidade. A longevidade das sementes esta intimamente ligada a caracteristicas particulares
de cada espécie, podendo durar desde semanas até meses (MEDEIROS; EIRA, 2006). De forma
geral, 0 TM e o IVG néo apresentaram um padrdo de comportamento. Isso pode ser justificado
pela baixa germinabilidade obtida, e por isso esses dados s&o aqui apresentados

Por fim, no experimento de multiplicagéo in vitro ndo houve interacdo significativa entre
0s meios de cultura e a presenca ou auséncia de carvao ativado para nenhuma das variaveis
analisadas. Também ndo houve nenhuma interferéncia separadamente dos fatores meio de
cultura e carvao ativado para as variaveis Presenca de Calos, Nimero de Brotos, NUimero de
Raizes, Comprimento da Parte Aérea (mm), e Comprimento da Raiz (mm) e, por isso, esses
dados ndo foram apresentados. Ja as varidveis Nimero de Folhas, Matéria Fresca (g) e Matéria
Seca (g) (Tabela 5) apresentaram melhores resultados na presenca do carvéo ativado.

Tabela 5. Valores médios de nimero de folhas, matéria fresca (g) e seca (g) de plantas de Eriope
blanchetii, em funcdo da presenca e auséncia de carvao ativado no meio de cultura.

Carvéo ativado (g/L) N° de Folhas Matéria Fresca (g) Matéria Seca (g)
0 29,2 B 0,12B 0,017B
2 36,2 A 0,19 A 0,023 A

Médias seguidas pela mesma letra maitscula em cada coluna, ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Resultados similares para o nimero de folhas foram encontrados por Sousa e
colaboradores (2017) que, em trabalho com Anacardium othonianum Rizz., observaram que o
meio de cultivo com 30g/L de sacarose e presenca de carvdo ativado proporcionaram maior
numero de folhas. De forma contréria, para a matéria fresca, em Solanum sessiliflorum Dunal.,

os melhores resultados foram obtidos na auséncia de carvdao (RODRIGUES et al., 2017).

Tabela 6. Valores médios de matéria seca (g) de plantas de Eriope blanchetii, em funcdo do meio de
cultura.

Meio de Cultura Matéria Seca (g)
MS + 3% de sacarose 0,024 A
MS/2 + 1,5% de sacarose 0,017 B

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

A Unica variavel para a qual houve interferéncia do fator Tipo de Meio de Cultura foi a
matéria seca (Tabela 6). Uma vez que o meio MS obteve a maior média, o meio de cultura mais
adequado para obtencdo de matéria seca na multiplicacdo in vitro de E. blanchetii foi 0 MS
acrescido de 3% de sacarose. De forma similar, para Allium sativum L., Longo et al. (2012)

obtiveram os maiores valores de matéria em meio MS.

1.4 Conclusoes

O protocolo mais eficiente para a superacdo da dorméncia de sementes de Eriope

blanchetii foi a embebicdo em solugéo de giberelina 200mg.L* por 1h.

Para a germinagéo in vitro de E. blanchetii, recomenda-se 0 uso de substrato composto
apenas por agua gelificado com agar 0,7%, a fim de diminuir a progressao da contaminacéo,
além de uma desinfestacdo em duas etapas: pré-germinativa, a nivel de semente, e pos-

germinativa, a nivel de planta.

As sementes de E. blanchetii podem ser conservadas a -80°C por até 90 dias sem

comprometer o seu potencial germinativo.
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Maiores quantidades de matéria seca de E. blanchetii podem ser obtidas in vitro
utilizando-se o meio de cultura MS suplementado com 3% de sacarose e carvéo ativado 2g/L.
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CAPITULO 2: MULTIPLICACAO in vitro DE Eriope blanchetiil (Benth.) Harley, PARA
QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE PODOFILOTOXINA?

2 A ser publicado na revista PHYTOCHEMISTRY LETTERS
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RESUMO

Pertencente a familia Lamiaceae, Eriope blanchetii ja teve seu potencial medicinal comprovado
através de um estudo fitogquimico, que demonstrou a presenca de podofilotoxina no extrato
cloroférmico das partes aéreas da espécie. Com a podofilotoxina como precursora, foram obtidos
os derivados semissintéticos etoposideo e o teniposideo e, a partir de estudos da citotoxicidade,
esses compostos foram introduzidos no tratamento do cancer. Contudo, ainda néo se estabeleceu
uma forma de cultivo segura e eficiente para esta e muitas outras plantas medicinais, o que
permitiria 0 uso planejado de seus metabdlitos secundarios. A fim de solucionar esse problema,
destaca-se o0 emprego da tecnologia de cultura de tecidos vegetais que, em virtude das diversas
técnicas utilizadas, pode elevar as taxas biossintéticas de forma a atender as demandas de
producdo. Em adicdo, o cultivo in vitro pode evitar a exploracdo desordenada dos recursos
naturais, permitindo a preservacdo do meio ambiente. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
analisar a influéncia de fatores abidticos na expressdo de podofilotoxina no cultivo in vitro de E.
blanchetii. Para tanto, explantes de E. blanchetii foram submetidos a arranjo fatorial duplo de
diferentes concentragdes dos reguladores vegetais ANA (0, 5,37 ou 10,74uM.L1) e BAP (0, 4,44
ou 8,88uM.L™Y), e a diferentes temperaturas (25 °C e 30 °C) durante o cultivo. Para cada
tratamento foram produzidos extratos e estes foram analisados em CLAE. Os melhores dados de
enraizamento foram obtidos na auséncia de reguladores. Para o desenvolvimento da parte aérea,
matéria fresca e seca, recomenda-se o uso de 8,88 UM.L? de BAP. A temperatura ideal para a
multiplicacdo in vitro de E. blanchetii foi a 25 °C. As condic¢des de cultivo in vitro, assim como
os fatores abidticos empregados como fonte de estresse, inviabilizaram a expressdo da

podofilotoxina em E. blanchetii.

Palavras-chave: CLAE, Elicitacdo, Lamiaceae, Metabolito secundario, Reguladores Vegetais.
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2.1 Introducao

Os metabdlitos secundarios oriundos de plantas possuem grande valor agregado em
decorréncia da sua ampla utilidade. Plantas sdo uma abundante fonte de metabdlitos secundarios,
que sdo usados como farmacos, aromatizantes, pigmentos, biopesticidas e suplementos
alimentares (RAOA; RAVISHANKAR, 2002). Os metabdlitos de maior valor agregado sao
aqueles que desempenham alguma funcdo farmacolégica relacionada ao combate de doencas. De
acordo com Raoa e Ravishankar (2002), ha uma busca massiva por um sistema de producdo de
compostos com atividade anti-HIV e anticancer, uma vez que esses metabo6litos normalmente séo

encontrados em baixa concentragcdo nos vegetais e, por isso, possuem alto custo de producéo.

Estudos com o género botanico Podophyllum L. trouxeram um importante descoberta
para a busca por compostos com efeito anticancer. Duas espécies, P. peltatum L. e P. emodi
Wall. ex Hook.f. & Thomson, que comumente eram usadas para 0 tratamento de verrugas e
cancer de pele pela populacio nativa da Asia e América, foram a precursoras dos estudos com a
lignana ariltetralica podofilotoxina (Figura 1a) (BRANDAO et al., 2010). Com a podofilotoxina
como precursora foram obtidos os derivados semissintéticos etoposideo (Figura 1b) e o
teniposideo (Figura 1c) e, a partir de estudos da citotoxicidade, esses compostos foram
introduzidos no tratamento do cancer (BRANDAO et al., 2010).
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Figura 1. Estruturas quimicas da podofilotoxina e seus derivados semissintéticos. Fonte: BRANDAO et
al., 2010.

Em decorréncia da sua importancia econémica e farmacéutica, atualmente, se faz

necessaria a busca por novas espécies que expressem a podofilotoxina em seu metabolismo.
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Neste sentido, a familia Lamiaceae se destaca por seus inimeros representantes com potencial
medicinal (MATQOS, 2002). De acordo com Brandédo e colaboradores (2010), a podofilotoxina

tem ocorréncia relatada para géneros Phlomis L., Vitex Tour. ex L., Mosla (Benth.) Buch.-Ham.

ex Maxim., Hyptis Jacq. e Eriope Humb. & Bonpl. ex Benth., e no género Leptohyptis Harley &
J.F.B. Pastore, de acordo com Meira e colaboradores (2017).

O género Eriope, que € de grande relevancia para a flora brasileira ja que, dentre as suas
40 espécies (SILVA-LUZ et al., 2012), 28 séo endémicas do Brasil (FLORA DO BRASIL 2020,
2019), ainda é pouco estudado, e pouco se sabe sobre o seu metabolismo secundario ou como
induzir a superproducdo de metabdlitos que apresentam interesse farmacoldgico. Dentre as
varias espécies do género, Eriope blanchetii (Benth.) Harley, espécie endémica das restingas da
Bahia e Sergipe no Brasil (HARLEY et al., 2015), ja teve seu potencial medicinal comprovado
por David e colaboradores (2001) através de um estudo fitoquimico dos extratos das folhas no

qual demonstrou-se a presenca de podofilotoxina.

Contudo, ainda ndo se estabeleceu uma forma de cultivo segura e eficiente para a
producdo de metabdlitos secundarios de interesse farmacéutico para esta e muitas outras plantas
medicinais (OCHOA-VILLARREAL et al., 2016). A fim de solucionar esse problema, destaca-
se 0 emprego da tecnologia de cultura de tecidos vegetal, que pode otimizar a producdo de
metabolitos secundarios em um curto periodo de cultivo. Isso ocorre em virtude das diversas
técnicas utilizadas, que podem elevar as taxas biossintéticas de forma a atender as demandas de
producdo (ALTPETER et al., 2016). Os reguladores vegetais, por exemplo, ao serem
adicionados ao meio de cultura podem desempenhar fun¢des promotoras no metabolismo vegetal
interferindo na producdo de alguns metabdlitos secundarios (SILVESTRINI et al., 2002;
MONFORT et al., 2018).

Em adicdo, o cultivo in vitro pode evitar a exploracdo desordenada dos recursos naturais,
permitindo a preservagdo do meio ambiente (PETROVICK et al., 1997), constituindo uma
alternativa aos processos extrativistas, uma vez que a producéo e o cultivo de plantas medicinais
nativas ainda sdo insipientes, e a coleta extrativista tem causado erosdo genética em diversas
espécies endémicas (SOUZA et al.,, 2011). Nesse contexto, estudos e metodologias que
viabilizem e otimizem a producdo de plantas medicinais em escala comercial sdo certamente

estratégias que podem reduzir o impacto da devastacao da flora nativa.

Posto isso, estudos com E. blanchetii in vitro, a fim de extrair a podofilotoxina, se
justificam pela disponibilidade limitada de fontes naturais da planta, pela possibilidade de
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potencializar a producdo de podofilotoxina, pela independéncia do cultivo de fatores ambientais
que podem influenciar na quantidade e qualidade dos metabdlitos produzidos, e por permitir
maior controle sobre as rotas biossintéticas para obtencdo das variantes mais desejadas. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia de fatores abioticos na expressdo de

podofilotoxina no cultivo in vitro de E. blanchetii.
2.2 Material e Métodos

O método de cultivo in vitro foi baseado no trabalho de Meira e colaboradores (2017). De
plantas germinadas in vitro, com aproximadamente 90 dias de idade, foram obtidos os explantes
da regido do nd, com aproximadamente 1,5cm de comprimento. Cada explante foi inoculado
individualmente em tubos de ensaio contendo 10mL do meio de cultura basico: Murashige &
Skoog (MS) (1962), suplementado com sacarose 3% e carvdo ativado 0,2% (CA) e gelificado
com 0,7% de Agar (Capitulo 1). Suplementos foram adicionados ao meio a depender do
tratamento. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem a 121 °C

por 15 minutos.

2.2.1 Efeito dos reguladores vegetais 6-benzilaminopurina (BAP) e 4acido naftalenoacético
(ANA)

Os explantes foram inoculados meio de cultura MS suplementado com 3% de sacarose e
carvao ativado 2g/L acrescido com BAP (0, 4,44 ou 8,88uM) combinado com ANA (0, 5,37 ou
10,74uM), formando um delineamento fatorial= 3x3, totalizando nove tratamentos distintos (T1
ao T9), sendo o T1 o controle (auséncia dos regulares BAP e ANA). As culturas foram mantidas
a 25 + 2°C por 30 dias em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas luz sob 25 pmol.m-

2 s de irradiancia.

2.2.2 Efeito da temperatura

Os explantes foram inoculados meio de cultura MS suplementado com 3% de sacarose e
carvdo ativado 2g/L e mantidos a 25 + 2°C por 30 dias em cdmera de germinacdo com
fotoperiodo de 16 horas/luz (controle), ou a 30 + 2°C por 30 dias em cdmera de germinag¢do com
fotoperiodo de 16 horas/luz, totalizando mais dois tratamentos (T10 e T11).
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Ap0s o periodo de 30 dias, no qual os explantes foram expostos ao estresse ocasionado
por fatores abidticos, o desenvolvimento das plantas foi avaliado atraves das seguintes variveis:
calos: presenca (1) e auséncia (0); n° de brotos; n° de folhas; n° de raizes; comprimento da parte
aérea (em milimetros - mm); comprimento da raiz (mm); matéria fresca (g); e matéria seca (g). O
comprimento foi aferido por paquimetro digital de precisdo, o peso foi obtido com o auxilio de
balanga de precisdo. O material vegetal foi dessecado em estufa com ventilagéo forgada a 40 °C
por 48 h. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com cada tratamento composto por
5 repeticdes de 20 explantes. Para analise estatistica, foi utilizado o programa SISVAR 5.6
(FERREIRA, 2011), os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

foram comparadas a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

2.2.3 Quantificacdo de podofilotoxinas em Eriope blanchetti

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia
da marca Dionex®, modelo UltiMate 3000, composto por uma bomba quaterndria com
desgaseificador “on-line” a véacuo de quatro canais, tolerante a vazdes de at¢ 10 mL/min.
Mecanismo de duplo pistdo em série com deslocamento variavel de 20 a 100 pL, auto-injetor e
detector UV com arranjo de diodos. O equipamento foi gerenciado pelo software Chromeleon®.
A separacdo cromatografica foi realizada com coluna NUCLEODUR 100-5 C18ec (150 mm X
4.6 mm i.d.) (5.0 um) (MACHEREY-NAGEL). O padréo utilizado foi podofilotoxina (Sigma-
Aldrich /USA).

A producdo dos extratos foi realizada conforme protocolo desenvolvido por Branddo e
colaboradores (2010) para determinagdo das lignanas podofilotoxina, a-peltatina, B-peltatina, o-
peltatina-5-O-B-D-glicopiranosideo, em 38 espécimes de vegetais. As plantas cultivadas in vitro
foram secas em estufa de circulacdo de ar quente a 40°C por 48h, e posteriormente foi realizada a
extracdo. Primeiramente as amostras foram maceradas com auxilio de um almofariz e pistilo. Ao

macerado, foi adicionado 15mL de etanol e a mistura foi agitada durante 2h.

O extrato etanolico foi filtrado e completamente exaurido em capela de exaustdo. O
extrato seco foi entdo ressuspendido e particionado em agua e acetato de etila (1:1) e a fase
acetato de etila resultante foi evaporada. O extrato semipurificado foi dissolvido em 10mL de

solucéo aquosa de acetonitrila (8:2 H2O:ACN) e pré-concentrado usando cartucho Sep-Pak C18.
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Os compostos retidos no cartucho foram eluidos em 10mL de acetonitrila em um vial mensurado

e o solvente foi exaurido.

O material foi entdo redissolvido em metanol e filtrado em membrana de 0,22-um
(Supelco, Pennsylvania, USA) e injetado no equipamento HPLC. Todas as amostras foram
injetadas em triplicata. Para as analises foi realizada uma adapta¢do do método de Branddo et al.
(2010), de forma que foram usados como fase mdvel acido acético 2% (solvente A), metanol

(solvente B) e acetonitrila (solvente C) grau HPLC.

A mistura entre os solventes A, B e C, nos diferentes tempos de corrida, esta representada
na tabela 1. A corrida completa durou 66 minutos com um fluxo 0,6mL.min" e volume de
injecdo de 10pL a temperatura ambiente, antes de cada corrida a coluna foi acondicionada com o

gradiente inicial por 10 minutos.

Tabela 1. Composicio da fase movel durante os diferentes tempos de corrida. Acido acético 2% (solvente
A), metanol (solvente B) e acetonitrila (solvente C) grau HPLC.

Solventes
Tempo A B C
TO 69 11 20
T1=24 67 11 22
T2=36 60 10 30
T3=54 47 8 45
T4 =66 47 8 45

A faixa de leitura do detector de arranjo de diodo foi estabelecida entre 210 a 400nm e a
aquisicdo cromatogréafica foi definida em 290nm. A identificacdo da podofilotoxina foi realizada
por meio da comparagdo dos tempos de retencdo do padrdo e das amostras, bem como 0s

espectros no ultra violeta.

2.3 Resultados e Discussao

N&o houve formacéo de calos em E. blanchetii. Os demais resultados do comportamento
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de E. blanchetii em fungdo das diferentes concentragoes de reguladores vegetais sdo
apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Valores médios de n° de raizes, comprimento da raiz (mm), n°® de brotos, comprimento da parte
aérea (mm) e n° de folhas de Eriope blanchetii cultivada in vitro em funcdo das diferentes concentractes
dos reguladores vegetais ANA e BAP (UM).

NUMERO DE RAIZES

ANA
0 5,37 10,74 Meédia Geral
0 1,27 Aa 0,04 Ab 0,15 Ab 0,09 A
% 4,44 0,02 Ba 0,16 Aa 0,09 Aa 0,11 A
o 8,88 0,23 Ba 0,03 Aa 0,06 Aa 0,49B
Meédia Geral 0,51a 0,08 b 0,10b
COMPRIMENTO DA RAIZ
ANA
0 5,37 10,74 Meédia Geral
0 6,64 Aa 0,06 Ab 0,44 Ab 2,38 A
% 4,44 0,10 Ba 1,54 Aa 1,12 Aa 0,92 A
28] 8,88 2,01 Ba 0,19 Aa 0,40 Aa 0,87 A
Média Geral 291a 0,60 b 0,66 b
NUMERO DE BROTOS
ANA
0 5,37 10,74 Meédia Geral
0 2,85 Ba 3,02 ABa 2,84 Aa 2,90 A
% 4,44 1,73Cb 3,35 Aa 2,97 Aa 2,68 A
o 8,88 3,79 Aa 2,77 Bb 1,97 Bc 2,84 A
Meédia Geral 2,79 ab 3,05a 2,59b
COMPRIMENTO DA PARTE AEREA
ANA
0 5,37 10,74 Meédia Geral
0 21,15 ABa 19,34 Aa 17,28 Ab 19,26 A
% 4,44 19,71 Ba 19,34 Aa 16,14 Ab 18,40 AB
28] 8,88 22,31 Aa 14,37 Ac 17,51 Ab 18,06 B
Meédia Geral 21,05a 17,68 b 16,98 a
NUMERO DE FOLHAS
ANA
0 5,37 10,74 Meédia Geral
0 8,87 Bb 12,83 Ba 14,59 Aa 12,10 A
% 4,44 8,69 Bb 15,26 Aa 13,41 Aa 12,45 A
o 8,88 14,92 Aa 13,11 ABab 10,97 Bb 13,00 A
Meédia Geral 10,83 b 12,99 a 13,73 a

Médias seguidas mesmas letras mindsculas nas linhas e maidsculas nas colunas ndo diferem significativamente entre
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Apesar de ter ocorrido interagdo entre os fatores para todas as variaveis dispostas na
tabela 1, para a variavel Numero de Raizes os melhores resultados foram obtidos na auséncia dos
dois reguladores, para a qual foi obtido valor médio de 1,27. Também na auséncia dos dois
reguladores de crescimento, foi obtido o maior tamanho de comprimento das raizes, 6,64mm
(Tabela 2). De forma semelhante, Reis e colaboradores (2008), em um estudo de multiplicagéo in
vitro com Melissa officinalis L., obtiveram maior quantidade de raizes em meio MS na auséncia
de reguladores de crescimento. De acordo com Souza e Pereira (2007) ha um delicado balanco
entre as auxinas endogenas e exdgenas. Dessa forma, segundo Ford et al. (2001), mesmo que
primordialmente auxinas exdgenas promovam o aumento subito do nivel de auxinas endogenas e
a consequentemente a formacgdo de raizes, para algumas espécies, o nivel de auxina cresce e
decresce de forma muito rapida, gracas a um sistema de retroalimentacdo negativa, ndo havendo

tempo suficiente para formacao de raizes.

Assim como o ocorrido em E. blanchetii, Paranhos et al. (2017) demonstraram que na
auséncia de reguladores, plantas de Casearia sylvestris Sw., estabelecidas in vitro, formaram
raizes. Segundo os autores, o aparecimento das raizes estd intimamente ligado a auxinas
enddgenas produzidas pelos brotos e folhas novas. Essas auxinas sdo transportadas via floema,
podendo agir como promotora de crescimento de outros 6rgdos da planta, a exemplo das raizes
(PARANHOS et al., 2017). Desta forma, o processo de rizogénese ndo precisaria de auxinas

exogenas.

Para o nimero de brotos, a maior taxa foi obtida na auséncia de ANA e na presenca de
8,88uM de BAP, apresentando média de 3,79 brotos por planta de E. blanchetii (Tabela 2). Para
esse mesmo tratamento, apesar de ndo diferir estatisticamente do tratamento controle, também
foi encontrado o maior comprimento da parte aérea, 22,31mm. Esses resultados estdo de acordo
com os apresentados para Mentha piperita L. (ASMAR et al., 2011), e para Hyptis ramosa Pohl
ex Benth. (SOUZA, 2015), que obtiveram o maior nimero de brotos com a mesma concentragéo

de reguladores aqui utilizada.

O BAP é uma citocinina que tem como funcdo principal controlar os eventos de
citocinese ou divisdo celular e, por conseguinte, as altas doses desse regulador resultam na
formacgéo de gemas caulinares (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PERES; KERBAUY,
2013). Isso ocorre porque a citocinina é responsavel pela quebra da dominancia apical,
sincronizando a ativagédo das gemas laterais (PERES; KERBAUY, 2013), o que pode justificar o

aumento da producéo de brotos e do comprimento da parte aérea, observada no presente trabalho
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na dose mais alta de citocinina empregada. Além disso, as auxinas podem reduzir o nimero de
brotacbes produzidas por planta (GRAY; FISHER, 1986); logo, € esperado que na auséncia

desse regulador seja gerada maior quantidade de brotos.

Ja para o nimero de folhas, a maior quantidade foi obtida mediante a interacdo de
4,44uM de BAP com 5,37uM de ANA, com média de 15,26 folhas por planta, diminuindo,
apesar de ndo diferir estatisticamente, em maiores concentragdes dos reguladores (Tabela 2).
Esses resultados contrastam com os apresentados para o hibrido de manjericdo ‘Sweet Dani’ x
‘Maria Bonita’ (Lamiaceae), para o qual a auséncia dos reguladores de crescimento no meio de

cultura proporcionou maior numero de folhas (13,74) (COSTA et al., 2015).

Tanto a matéria fresca quanto seca sO sofreram interferéncia do regulador BAP (Tabela
3). Para a matéria fresca os maiores valores foram encontrados na auséncia de BAP independente
da concentracdo de ANA (0,049g), e na presenca de 8,88uM de BAP independente da
concentracdo de ANA (0,054g). Como ndo houve diferencga entre os tratamentos, visando um
caminho menos dispendioso e que apresenta menor risco de gerar material com variacdo
somaclonal, a multiplicacdo na auséncia dos dois reguladores é recomendada. Porém,
recomenda-se 0 tratamento que seja condizente com outras caracteristicas apresentadas
previamente, como o nimero de brotos e o comprimento da parte aérea, no qual a utilizacdo de
meio com 8,88uM de BAP e auséncia de ANA produziu melhores resultados. SituacGes
semelhantes foram observadas para amoreira-preta e videira, para as quais a maior quantidade de
matéria fresca foi obtida na presenca de 2,0 mg L™ de BAP no meio de cultura (VILLA et al.,
2007).

Para a matéria seca, ndo houve interacdo significativa entre os fatores BAP e ANA, sendo
que, na média geral, os maiores valores foram obtidos na auséncia de BAP independente da
concentracdo de ANA (0,0083g) ou na presenca de 8,88uM de BAP também independente da
concentracdo de ANA (0,0084g). Em um estudo com Aechmea blanchetiana (Baker) L.B. Smith,
os valores de matéria seca, que representam o crescimento real da planta, também ndo

aumentaram mediante os tratamentos com reguladores vegetal (SILVA, 2010).
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Tabela 3. Valores médios de matéria fresca (g) e matéria seca (g) de Eriope blanchetii cultivada in vitro
em funcdo das diferentes concentracdes dos reguladores vegetais ANA e BAP (UM).

MATERIA FRESCA (g)

ANA
0 5,37 10,74 Meédia Geral
0 0,043 Ba 0,050 Aa 0,054 Aa 0,049 AB
% 4,44 0,043 Ba 0,046 Aa 0,044 Aa 0,044 B
o 8,88 0,056 Aa 0,053 Aa 0,054 Aa 0,054 A
Meédia Geral 0,047 a 0,049 a 0,051a
MATERIA SECA (g)
ANA
0 5,37 10,74 Meédia Geral
0 0,0085 Aa 0,0080 Aa 0,0069 Aa 0,0083 A
% 4,44 0,0064 Aa 0,0074 Aa 0,0081 Aa 0,0069 B
28] 8,88 0,0091 Aa 0,0080 Aa 0,0084 Aa 0,0084 A
Média Geral 0,0080 a 0,0078 a 0,0078 a

Médias seguidas mesmas letras minGsculas nas linhas e maiusculas nas colunas nao diferem significativamente entre
si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 4. Valores médios, n° de raizes, n° de brotos, n° de folhas, comprimento da raiz (mm),
comprimento da parte aérea (mm), matéria fresca (g) e matéria seca (g) de Eriope blanchetii cultivadas
em 25 ou 30°C.

TEMPERATURA

25°C 30 °C
Ndmero de Raizes 1,27 a 0,22b
Numero de Brotos 2,85a 1,64b
Ndmero de Folhas 8,87 a 3,33b
Tamanho da Raiz 6,64 a 0,94 b
Tamanho da parte aérea 21,15a 14,08 b
Matéria fresca 0,043 a 0,021 b
Matéria seca 0,008 a 0,004 b

Médias seguidas mesmas letras mintsculas nas linhas ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Quanto a influéncia da temperatura, para todas as variaveis aqui analisadas, a temperatura
de 25 °C apresentou os melhores resultados (Tabela 4), de forma que a temperatura de 30 °C nao
é recomendada para a multiplicagdo in vitro de E. blanchetii. Estes resultados indicam que o
metabolismo e a atividades de tecidos em crescimento possuem alguma relagdo com a
temperatura do ambiente. Embora seja esperado que algumas espécies tropicais exijam

temperaturas mais altas durante o cultivo in vitro, como Monstera deliciosa Liebm. a 30 °C
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(FONNESBECH; FONNESBECH, 1980), é comum para a maioria das culturas o
estabelecimento de uma temperatura 6tima de 25 + 2 °C (SHARMA et al., 2016).

A Tabela 5 apresenta os valores de matéria seca (g) e extrato (g) obtidos de explantes de
E. blanchetti submetidos a diferentes condi¢bes de cultivo. A analise desses extratos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) revelou que trés picos estiveram presentes em
todos os extratos (Figuras 2a e 2b) apenas variando em tamanho a depender da amostra,
enquanto que para alguns extratos, novos picos foram detectados. Em plantas cultivadas com
OuM de BAP + 5.37uM de ANA, 4.44uM de BAP + 5.37uM de ANA, OpuM de BAP + 10.74uM
de ANA ou 8.88uM de BAP + 10.74uM de ANA surgiram os picos destacados na Figura 2c.
Para plantas cultivadas com 8.88uM de BAP + OuM de ANA ou 4.44uM de BAP + OuM de
ANA surgiram outros picos destacados na Figura 2d. J& extratos de plantas que foram cultivadas
a 30° C apresentaram de forma proeminente o pico destacado na Figura 2e.

Apesar da técnica de cromatografia ter sido eficiente na separacdo dos picos, no tempo de
realizacdo desta pesquisa, ndo foi possivel a identificacdo das substancias que cada um
representa. Dessa forma, para trabalhos futuros, recomenda-se o uso da cromatografia liquida
com espectrometro de massa (LC-MS). Essa técnica possibilita a melhoria de precisdo e
identificacdo dos resultados, ao passo que combina o poder de separacdo da HPLC com, a

capacidade de detectar e confirmar a identidade molecular, do espectrdmetro de massa.

Tabela 5. Valores de matéria seca (g) e extrato (g) de E. blanchetii em fun¢éo das diferentes condicoes de
cultivo.

Condicdes de cultivo Matéria seca (g)  Extrato ()
Controle 0,0428 0,0116
Temperatura de 30 °C 0,0200 0,0054
OuM BAP + 5.37uM ANA 0,0402 0,0078
OuM BAP + 10.74uM ANA 0,0422 0,0144
4.44uM BAP + OuM ANA 0,0320 0,0101
4.44uM BAP + 5.37uM ANA 0,0372 0,0081
4.44uM BAP + 10.74uM ANA 0,0344 0,0107
8.88uM BAP + 0uM ANA 0,0460 0,0172
8.88uM BAP + 5.37uM ANA 0,0398 0,0132

8.88uM BAP + 10.74uM ANA 0,0406 0,0102
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A podofilotoxina que, de acordo com o padrdo (Figura 2f) apareceria aos 34 minutos e
42 segundos de corrida, ndo foi detectada em nenhum dos extratos de E. blanchetii cultivada
in vitro. Esses resultados sdo opostos aos encontrados por Meira e colaboradores (2017), que
aplicaram os mesmos tratamentos em Leptohyptis macrostachys (Benth.) Harley & JFB
Pastore cultivadas in vitro e obtiveram concentracdes de podofilotoxina, e seu precursor
yateina, superiores as encontradas na planta in natura. Porém, na literatura, ha relatos de
outros casos em que o cultivo in vitro impediu a expressdo do metabdlito secundario, como
observado em Atropa belladonna para a qual a producdo de atropina foi nula (BHANDARY
etal., 1969).

Apesar de segundo Lourenco (2003), em geral a producdo de metabdlitos secundarios
ser baixa em cultura de células vegetais, inimeros trabalhos de revisdo, como aqueles de Rout
et al. (2000), Namdeo (2007), Matkowski (2008), e Espinosa-Leal et al. (2018) demonstraram
0 uso bem sucedido da tecnologia de cultura de tecidos vegetais como uma ferramenta para
producdo e superexpressao de metabdlitos secundarios de importancia econdmica e medicinal.
Dessa forma, a baixa producdo desses compostos bioativos, assim como presenciado nesse
estudo, pode ser explicada pela breve fase estacionéria das culturas, que ndo permitiu a sintese

das enzimas necessarias para acimulo dos compostos (AMARAL; SILVA, 2003).

Diante da complexidade da cascata de expressdo dos metabolitos secundarios, nem
sempre ha um caminho ldégico, ou protocolo padrdo para obtencdo dos mesmos
(ESPINOSA-LEAL et al., 2018). Existem especificidades tanto a nivel de metabdlitos quanto
a nivel de espécie, e estas nem sempre estdo claras, 0 que gera enormes oportunidades para
estudos continuados neste campo. De acordo com Matkowski (2008) inGmeras técnicas
podem ser aplicadas para superexpressar um metabolito, como a elicitacdo ou estresse
induzido, que faz uso, por exemplo, de radiacdo UV, xenobidticos, metais pesados, e danos
mecanicos como uma forma de induzir a producdo de metabolitos secundarios em plantas.
Estas técnicas ainda ndo foram testadas em E. blanchetti e poderdo ser utilizadas futuramente

para inducgéo da producédo de podofilotoxinas.

2.4 Conclusoes

Para E. blanchetii, os melhores resultados de enraizamento foram obtidos em meio MS

com carvao ativado e na auséncia de reguladores de crescimento.
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Para o desenvolvimento da parte aérea (tamanho e nimero de brotos) os melhores
dados foram obtidos na presenca de 8,88uM de BAP. Ja para o nimero de folhas, recomenda-
se a combinag¢do dos dois reguladores, 5.37uM de ANA associado a 4,44uM de BAP.

Apesar de ndo ter sido observada diferenca na producdo de matéria seca para oS
tratamentos avaliados, sugere-se a utilizacdo de meio suplementado com 8,88uM de BAP
para a multiplicacdo in vitro de E. blanchetii ja que esse tratamento foi melhor para outras

variaveis relacionadas ao desenvolvimento da planta.
A temperatura ideal para a multiplicacdo in vitro de E. blanchetii € 25 °C.

Apesar dos fatores abidticos empregados durante o cultivo in vitro, como fonte de
estresse, ndo foi possivel detectar a expressdo da podofilotoxina em E. blanchetii. Porém,
diferencas na composicdo dos cromatogramas foram detectadas. Assim sendo, para trabalhos
futuros, recomenda-se 0 uso da cromatografia liquida com espectrémetro de massa (LC-MS)

como ferramenta para qualificacdo e quantificacdo dos picos ndo identificados.

Novos estudos podem ser realizados no sentido de superexpressar a podofilotoxina em
E. blanchetii in vitro, visto o potencial da técnica e a importancia farmacéutica desse
metabolito.
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CONCLUSOES GERAIS

Sementes de Eriope blanchetii apresentam viabilidade moderada de 60% e teor de
umidade de 61%. Além disso, E. blanchetii apresenta dorméncia em suas sementes. Essas
caracteristicas representam um desafio tanto para o estabelecimento in vitro quanto para a

COHSGI’V&QEO das sementes.

Para a germinacdo in vitro de Eriope blanchetii, recomenda-se o uso de substrato
composto apenas por agua gelificado com agar 0,7%, a fim de diminuir a progressdo da
contaminagdo, além de uma desinfestacdo em duas etapas: pré-germinativa, a nivel de
semente, e pds-germinativa, a nivel de planta. Para conservagdo, as sementes podem ser
mantidas a -80°C por até 90 dias sem comprometer 0 seu potencial germinativo. Ja para a
superacdo da dorméncia, o protocolo mais eficiente foi a embebicdo das sementes em solugédo

de giberelina 200mg/L por 1h.

Em adicéo, para o estabelecimento in vitro de E. blanchetii, 0 melhor meio de cultura
foi o Murashige & Skoog (MS) (1962), suplementado com sacarose 3% e carvdo ativado
0,2%. Nessas condicGes foram obtidos maiores quantidades de matéria fresca e seca, e de

ndmero de folhas.

A temperatura ideal para a multiplicacdo in vitro de E. blanchetii é 25 °C. Dentre 0s
tratamentos na presenca de reguladores de crescimento, 0 meio MS na auséncia de BAP e
ANA obteve os melhores resultados de enraizamento (nimero de raizes e comprimento da
raiz). Ja para o desenvolvimento da parte aérea (nUmero de brotos e tamanho da parte aérea)

os melhores dados foram obtidos na presenca de 8.88uM de BAP.

Apesar do maior valor de matéria fresca ter sido obtido na presenca de 8,88uM de
BAP, para ganho de matéria seca, ndo foi observado diferenca significativa entre os
tratamentos. Porém, uma vez que para outras variaveis, como numero de brotos, tamanho da
parte aérea e materia fresca, os melhores resultados foram obtidos em meio de cultura
suplementado com 8,88uM de BAP e auséncia de ANA, e que a presenca deste regulador ndo
interferiu na producdo de matéria seca, essa € a melhor condicdo para a multiplicacéo in vitro
de E. blanchetii.

Os fatores abidticos empregados, durante o cultivo in vitro, como fonte de estresse
(temperatura e balanco entre BAP e ANA), ndo contribuiram para deteccdo da podofilotoxina
em E. blanchetii, através da técnica de HPLC. Porém, novos estudos podem ser realizados no
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sentido de superexpressar a podofilotoxina em E. blanchetii cultivada in vitro, visto o
potencial da técnica e a importancia farmacéutica desse metabolito.
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ANALISES DE VARIANCIA REFERENTES AO CAPITULO 1

Apéndice A. Resumo das andlises de variancia para germinabilidade (%), tempo médio de germinacdo (dias), indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e coeficiente de uniformidade de germinacdo (CUG) de sementes Eriope blanchetii em funcéo dos diferentes tratamentos para
quebra de dorméncia.

Quadrados médios

Causas de variacao GL G (%) Tm (dias) VG
Tratamentos 11 1702,55** 774,36** 0,15**
Residuo 36 29,11 115,77 0,00
CV (%) 38,54 61,08 50,88

** - Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
" - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
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Apéndice B. Resumo das analises de variancia para contaminacéo (%), germinacéo (%) e sobrevivéncia (%) durante o estabelecimento in vitro
de Eriope blanchetii em funcdo dos diferentes tratamentos de desinfestacéo.

Quadrados médios

Causas de variagao GL Contaminacgéao Germinacao Sobrevivéncia
Tratamentos 6 1192,57** 3262,29** 646,29**
Residuo 21 213,71 112,38 19,62

CV (%) 32,38 59,84 83,8

~ ** _ Gjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
" - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
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Apéndice C. Resumo das anélises de variancia para germinabilidade (%), tempo médio de germinacdo (dias) e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) de sementes Eriope blanchetii em funcdo do ambiente de conservacdo (silica, -20 °C, e -80 °C) e tempo de armazenagem (30,

90, 180 e 360 dias).

Quadrados médios

Causas de variagéo GL Germinabilidade Tempo Médio VG
Ambiente 2 453,0%* 4207,25** 0,042**
Tempo 3 143,4** 190,24 0,013**
Ambiente x Tempo 6 62,8** 497,38** 0,004*
Residuo 36 15,4 66,82 0,002
CV (%) 68,35 44,03 77,34

~ **_ Gjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
" - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
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Apéndice D. Resumo das andlises de variancia para nimero de raizes, nimeros de brotos e nimero de folhas, de plantas de Eriope blanchetii, em
funcdo da concentracdo de sais e da presenca e auséncia de carvéo ativado no meio de cultura.

Quadrados médios

Causas de variacao GL N° de Raizes N° de Brotos N° de Folhas
Concentracdo de sais 1 0,015 0,006" 138,24
Carvéo 1 0,002" 1,927 296,81*
Concentracao de sais x Carvao 1 0,735** 0,327™ 37,50™
Residuos 20 0,090 0,879 67,96
CV (%) 92,14 21,88 25,21

** - Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
" - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
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Apéndice E. Resumo das andlises de variancia para tamanho da raiz, tamanho da parte aérea, matéria fresca (g) e seca (g), de plantas de Eriope
blanchetii, em funcdo da concentracdo de sais e da presenca e auséncia de carvao ativado no meio de cultura.

Quadrados médios

o Tamanho da Raiz  Tamanho da parte Matéria Fresca (g) Matéria Seca (Q)

Causas de variacao GL )
aérea

Concentracéo de sais 18,45™ 1,06 0,006 0,000316**
Carvéo 42,88 3,65™ 0,025** 0,000204**
Concentracéo de sais x Carvao 52,45" 12,44 0,003 0,000007"
Residuos 26,85 11,46 0,001 0,000019
CV (%) 180,88 12,83 25,59 21,06

~** _ Sjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
" - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
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ANALISES DE VARIANCIA REFERENTES AO CAPITULO 2

Apéndice F. Resumo das analises de variancia para presenca e auséncia de calo, niUmero de raizes, nimeros de brotos e numero de folhas, de
plantas de Eriope blanchetii, em funcdo da concentracdo dos reguladores vegetais BAP e ANA (uUM) no meio de cultura.

Quadrados médios

Causas de variagao GL Calo N° de Raizes N° de Brotos N° de Folhas
BAP 2 0,0002"™ 0,76** 0,19 3,11"™
ANA 2 0,0020™ 0,88** 0,77** 34,20**
BAP x ANA 4 0,0019™ 0,76** 3,51** 42,82**
Residuos 36 0,0016 0,05 0,14 2,40

CV (%) 169,03 101,26 13,32

** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
"s - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F



65

Apéndice G. Resumo das andlises de variancia para tamanho da raiz, tamanho da parte aérea, matéria fresca (g) e seca (g), de plantas de Eriope
blanchetii, em funcdo da concentracdo dos reguladores vegetais BAP e ANA (UM) no meio de cultura.

Quadrados médios

Tamanho da Raiz

Tamanho da parte

Matéria Fresca (Q) Matéria Seca ()

Causas de variacao GL )

aérea
BAP 2 11,04 5,72™ 0,000386** 0,000011**
ANA 2 26,26** 71,30** 0,000057" 0,000007"
BAP x ANA 4 24,81** 23,28** 0,000064" 0,000002"
Residuos 36 3,61 1,55 0,000063 0,000001
CV (%) 136,94 6,69 16,17 13,88

** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
"s - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
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Apéndice H. Resumo das analises de variancia para presenca e auséncia de calo, nimero de raizes, nimeros de brotos e numero de folhas, de
plantas de Eriope blanchetii, em funcdo da temperatura de cultivo in vitro.

Quadrados médios

Causas de variagao GL Calo N° de Raizes N° de Brotos N° de Folhas
Temperatura 1 0,0003™ 2,76** 3,66** 76,73**
Residuos 2 0,0003 0,14 0,07 1,06

CV (%) 316,23 50,47 4,24 16,88

** _ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
"s - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F

Apéndice I. Resumo das analises de variancia para tamanho da raiz, tamanho da parte aérea, matéria fresca (g) e seca (g), de plantas de Eriope
blanchetii, em funcdo da temperatura de cultivo in vitro.

Quadrados médios

Tamanho da Raiz  Tamanho da parte Matéria Fresca (g) Matéria Seca (g)

Causas de variagéo GL .

aérea
Temperatura 1 81,25* 124,93** 0,001232** 0,000048**
Residuos 2 9,50 2,44 0,000028 0,000002
CV (%) 81,38 8,87 19,38

** . Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
* - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
"s - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
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CROMATOGRAMAS E ESPECTRO UV DO CAPITULO 2

Apéndice J. Cromatograma e espectro UV do padrdo de podofilotoxina.
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Apéndice K. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvao ativado, a 30 °C.
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Apéndice L. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvao ativado, a 25 °C (controle).
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Apéndice M. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvao ativado, a 25 °C, acrescido com
4,44uM de BAP.
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Apéndice N. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvao ativado, a 25 °C, acrescido com
8,88uM de BAP.
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Apéndice O. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvéo ativado, a 25 °C, acrescido com
5,37uM de ANA.
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Apéndice P. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvao ativado, a 25 °C, acrescido com
4,44uM de BAP e 5,37uM de ANA.
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Apéndice Q. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvéo ativado, a 25 °C, acrescido com
8,88UM de BAP e 5,37uM de ANA.
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Apéndice R. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvao ativado, a 25 °C, acrescido com
10,74uM de ANA.
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Apéndice S. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvéo ativado, a 25 °C, acrescido com
4,44uM de BAP e 10,74uM de ANA.
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Apéndice T. Cromatograma do extrato de plantas de Eriope blanchetii cultivadas in vitro em
meio MS completo com 3,0% de sacarose e 0,2% de carvao ativado, a 25 °C, acrescido com
8,88uM de BAP e 10,74uM de ANA.
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ANEXOS

Anexo A. Constituintes do meio Murashige & Skoog - MS (1962)

COMPONENTE CONCENTRACAO (mgL-1)
MACRONUTRIENTES
NHsNO3 1650
KNOs3 1900
CaCL2.2H20 441
MgS0O4.7H20 370
KH2PO4 170
Na;EDTA 37,25
KI 0,83
MICRONUTRIENTES
FeSO4.7H,0 27,85
MnSO4.H>0 16,9
ZnS04.7H0 8,6
H3BO3 6,2
Na:Mo004.2H20 0,25
CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H.0 0,025
VITAMINAS
CsHsNO- 0,5
CsH12CINO2 0,5
C12H18CI2N4OS 0,5
C2Hs5NO2 2

CsH1206 100
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