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RESUMO

Campomanesia xanthocarpa, conhecida como gabirobeira, € uma arvore
frutifera, de grande importancia ecoldgica. Popularmente as folhas e cascas sao
usadas no tratamento de diversas doencgas, principalmente do sistema
digestério. O objetivo do trabalho foi desenvolver um protocolo de cultura in vitro
de calos de gabirobeira e estudar os compostos fendlicos presentes nesses
calos. Primeiro realizou-se a germinacdo de sementes in vitro em meios de
cultura WPM, WPM/2, ambos sem ou com sacarose (30 g.L1). As culturas foram
realizadas em condicGes de luz (30 pmol.m=2.s1) com fotoperiodo de 16h ou no
escuro e temperatura de 25+2°C. As plantulas obtidas foram utilizadas como
fonte de explante. Discos foliares de 5 mm foram inoculados em meio de cultura
MS contendo acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) nas concentracdes 5, 10 e
20. Foram obtidas quatro linhagens de calos com crescimento superior as
demais linhagens. A linhagem com maior crescimento foi cultivada em meio de
cultura MS acrescido de 500 mg.L? de quitosana por 60 dias. O contelido
fendlico da linhagem 01 com e sem o tratamento com quitosana também foi
comparado com a linhagem com segundo maior crescimento. A germinacao
ocorreu em todos os meios, ndo havendo diferenca estatistica entre o0s
tratamentos. Também nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos com
2,4-D na formacao de calos. Os calos tratados com quitosana apresentaram um
incremento de duas vezes no conteudo de compostos fendlicos. Quando
comparadas as duas linhagens sem quitosana, a de maior crescimento também
apresentou a maior concentracdo de compostos fenélicos. Com esse estudo foi
possivel estabelecer uma cultura de calos in vitro permitindo a avaliacdo do
contetdo de compostos fendlicos, que foi incrementada na presenca de
quitosana no meio de cultura.

Palavras chave: Quitosana, 2,4-D, germinacao in vitro, Myrtaceae.



IN VITRO CULTURE OF CALLUS AND QUANTIFICATION OF
PHENOLIC COMPOUNDS FOR Campomanesia xanthocarpa O. Berg.

ABSTRACT

Campomanesia xanthocarpa, known as gabirobeira, is a fruit tree with ecological
importance. In the medicinal folk its leaves and bark are employed for treatment
of many diseases, mainly gastric illness. The aim of this study was to develop a
protocol of in vitro callus culture of gabirobeira and to study the phenolic
compounds present in the calli. Seeds were germinated in vitro on WPM and
WPM/2 media, supplemented or not with sucrose (30 g.L). The cultures were
maintained under light (30 umol.m2.s1) with a 16 h photoperiod or in the dark, at
2512 °C. The seedlings were used as explant source. Leaf discs with 5 mm
diameter were introduced on MS culture media containing 2,4-
diclorophenoxiacetic acid (2,4-D) at concentrations of 5, 10 and 20 uM. The four
lines of calli with the greatest growth rate were selected. Among these the one
with the greatest growth rate was cultured in MS medium supplemented or not
with 500 mg.L™* chitosan by 60 days at least. The phenolic content of line 01 with
or without chitosan, was also compared with the content of the line with the
second greatest growth rate. The germination of seeds occurred in all treatments
and conditions and no statistical difference was observed among them. The
medium supplemented with 2,4-D in all concentrations showed callus formation
without statistical difference among the concentrations. The calli treated with
chitosan had the double of phenolic compound content. When compared the two
lines with the greatest growth rate, both cultured in media without chitosan, it was
found that the second line presented half the content of phenolic compounds of
line 01. In this study it was possible to establish an in vitro callus culture that
allows the evaluation of phenolic compound content, and to show that this content
was increased in the presence of chitosan in the culture medium.

Key words: chitosan, 2,4-D, in vitro germination, Myrtaceae
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1 INTRODUGCAO

As plantas possuem uma grande variedade de compostos provenientes
do metabolismo secundario. Tais compostos ndo Sao essenciais para 0
desenvolvimento e crescimento da planta, mas possuem um papel nas relagdes
ecolégicas, como atracao de polinizadores, resisténcia a parasitas e doencas e
tolerancia ao estresse ambiental. Os metabdlitos secundarios possuem uma
ampla variedade estrutural, a qual € muitas vezes bastante complexa, com
diversas rotas enzimaticas envolvidas na sua sintese (DATNOFF et al., 2001).

Devido as propriedades que 0s metabdlitos secundarios das plantas
apresentam, eles tém sido usados pelo homem para diversas finalidades, desde
a medicina popular ou natural, que utiliza extratos ou partes de plantas como
remedios, como compostos aromatizantes e saborizantes, pigmentos e corantes,
até fixadores e conservantes (VANISREE e TSAY, 2004).

As plantas com propriedades medicinais tém grande aceitacdo no
mercado, devido principalmente ao uso histérico na medicina popular e pela
busca de formas mais naturais de tratamento em relacdo aos medicamentos
sintéticos (BENZIE e WACHTEL-GALOR, 2011). Atualmente, as ervas
medicinais séo utilizadas como medicamentos em muitos paises, além de servir
como fonte de novos farmacos, como fitoterapicos, ou ainda na forma de
infusdes e extratos brutos (VANISREE e TSAY, 2004).

Outra forma de aproveitamento, além dos extratos e infusdes, é 0 uso
das plantas como alimentos funcionais, que por definicdo sdo aqueles com altos
niveis de compostos bioativos. Os frutos e outras partes de plantas com
propriedades farmacoldgicas, podem fornecer quantidades significativas de
compostos antioxidantes, anticancerigenos, antimutagénicos, além do valor
nutricional em si (MALTA et al.,, 2012 e 2013). Muitas espécies utilizadas
popularmente ou pela industria ndo séo cultivadas, sendo retiradas de forma
extrativista de seus ambientes naturais (CECHINEL-FILHO E YUNES, 1998;
DATNOFF et al., 2001; VANISREE e TSAY, 2004). Devido a falta de controle na
exploracdo dos recursos vegetais, muitas espécies de plantas podem sofrer
reducgdes nas populacdes locais, perda da variabilidade genética, destruicdo dos

ecossistemas locais e até serem colocadas em risco de extingdo (VANISREE e
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TSAY, 2004). Essas perdas resultam também na diminuicdo da diversidade de
substancias que podem ser encontradas e exploradas.

Campomanesia xanthocarpa (O. Berg) pertence a familia Myrtaceae e é
conhecida popularmente como gabiroba, gabirobeira, guavirova, entre outros
nomes. E uma espécie nativa da América do Sul ocorrendo praticamente em
todo o territério brasileiro (LANDRUM, 1986). A planta produz frutos amarelados,
as vezes esverdeados a alaranjados, com sabor adocicado e uma leve acidez,
que sao apreciados pela fauna e pelo homem nas areas onde ocorrem
(LORENZI, 2002).

Além do valor ecolégico e do potencial para comércio dos frutos, a
espécie apresenta propriedades farmacologicas, sendo usada popularmente no
tratamento de diversos disturbios do sistema digestorio e no controle do peso,
com algumas de suas propriedades comprovadas cientificamente (BIAVATTI et
al., 2004; COUTINHO et al., 2008; KLAFEK et al., 2010; FERNANDES et al.,
2015). Sua madeira apresenta textura suave e coloracdo clara, tornando-a
atrativa para a fabricacdo de moveis, ferramentas, brinquedos e utensilios
domeésticos (LORENZI, 2002).

Apesar de ser apreciada pelo sabor caracteristico dos frutos, ndo
existem plantios comerciais da espécie e sua exploracao se da por extrativismo
nas regides onde ocorre (LORENZI, 2002). A atividade extrativista possui forte
impacto ambiental, tanto na espécie como para a fauna local que dela depende.

Assim como para outras espécies frutiferas do Cerrado brasileiro,
estudos estédo sendo realizados para a identificacdo de propriedades medicinais
da gabirobeira e de seus principios ativos, bem como o uso dos frutos como
alimentos funcionais, com propriedades antioxidantes, buscando mudancas
positivas na qualidade de vida das pessoas (MALTA et al., 2012 e 2013).

Devido a sua importancia ecoldgica, ao potencial comercial e por se
tratar de uma espécie ndo domesticada, é necessario o desenvolvimento de
métodos que permitam a exploragdo da espécie, sem que haja impacto
ecologico. Uma forma de uso dos recursos vegetais disponiveis na nossa flora
sdo as técnicas de cultivo in vitro. Essas técnicas permitem a propagacao
vegetativa para producdo de mudas em larga escala por micropropagacéo e o

melhoramento genético. Além disso, o cultivo de células e calos pode ser
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utilizado para obtencao de biomassa e compostos do metabolismo com interesse
comercial, permitindo a padronizacao e o controle de qualidade.

Muitas espécies possuem protocolos estabelecidos de micropropagacéao
e cultura de células e tecidos, porém sao plantas selecionadas pelo homem por
muitos anos, sendo consideradas domesticadas (GEORGE et al., 2008). As
plantas cultivadas em geral tém genoétipos jA conhecidos e, devido a
uniformidade clonal, possuem uma resposta semelhante dos explantes
cultivados in vitro aos tratamentos aplicados, facilitando o desenvolvimento de
protocolos de propagacdo (HARTMANN et al., 2010). As plantas néo
domesticadas, como a gabirobeira, tendem a apresentar varias respostas dos
tecidos quando esses sdo cultivados in vitro devido a variabilidade genética
(HARTMANN et al. 2010). Por outro lado, essa diversidade genética é muito
interessante por possibilitar a obtencdo de produtos, como farmacos e corantes,
com caracteristicas diversas, dentro de uma mesma espécie (HARTMANN et al.,
2010).

Os objetivos gerais desse estudo foram o estabelecimento da
germinacao in vitro da espécie, o desenvolvimento de um protocolo de cultura
de calos, a medicao do teor de compostos fendlicos nos calos e o estudo da
acao elicitora da quitosana.

Os obijetivos especificos séo:

e Avaliar o efeito de duas concentracdes de sais do meio de cultura
WPM, da sacarose e da luz na germinacao de sementes in vitro;

e Avaliar o efeito do 2,4-D na formacé&o de calos em discos foliares;

e Analisar o teor de compostos fendlicos produzidos pelos calos,
comparando duas linhagens;

e Observar os efeitos da quitosana adicionada ao meio de cultura

na sintese de compostos fendlicos nos calos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Campomanesia xanthocarpa

Campomanesia xanthocarpa O. Berg, pertencente a familia Myrtaceae,
possui ampla distribuicdo, ocorrendo na América do Sul desde a Argentina, até
o Equador ao norte e o Brasil ao leste (LANDRUM, 1986; LORENZI, 2002). O
género Campomanesia contem cerca de 60 espécies, sendo que a maioria delas
sdo tratadas pelo mesmo nome popular em diversas regides do pais
(LANDRUM, 1986). No Parana foi descrita a ocorréncia de 11 espécies de
Campomanesia, entre elas C. xanthocarpa (LIMA et al., 2011).

No Brasil, as espécies de Campomanesia ocorrem principalmente nas
regides de Cerrado, porém também nos diversos biomas (LANDRUM, 1986). O
comportamento vegetativo vai de pequenos arbustos lenhosos, dos quais alguns
apresentam uma porcao subterranea, até arvores com cerca de 15 m de altura
(LANDRUM, 1986; LIMA et al., 2011).

As folhas e a casca de C. xanthocarpa, bem como de outras espécies
do género Campomanesia, sdo usadas popularmente no tratamento de
diarreias, como antirreumatico, para reducao do colesterol sanguineo e perda de
peso, contra ulceracdes, problemas estomacais e desordens hepaticas
(BIAVATTI et al., 2004; BONILLA et al.,, 2005, MARKMAN et al., 2004;
CARDOSO et al., 2010; MADALOSSO et al., 2012).

2.2 Metabodlitos secundarios

Os compostos do metabolismo secundario sdo usados pelas plantas
como defesa contra patdgenos e protecdo contra fatores abidticos do ambiente,
e podem ser utilizados na industria devido as suas propriedades quimicas, desde
medicamentos e cosmeéticos, até corantes, fixadores e conservantes
(BOURGAUD et al., 2001; HELDT e HELDT, 2005). Os metabdlitos secundarios
podem ser classificados em compostos fendlicos, terpenos e compostos
nitrogenados ou alcaloides, entre outros, baseado na estrutura quimica que
apresentam (HELDT e HELDT, 2005).
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Nado sO os grupos funcionais dos metabdlitos secundarios séo
importantes, como o arranjo e a disposicdo dos mesmos nas moléculas. A
diversidade genética garante a diversidade de metabdlitos nas plantas. A
variacdo entre espécimes de uma mesma espécie garante que sempre haja
organismos resistentes aos patdégenos e as condi¢cdes que a planta enfrenta
durante o seu desenvolvimento (BOURGAUD et al., 2001).

Os compostos produzidos pelas plantas para a defesa e resisténcia, em
sua grande maioria, sao constitutivos dos organismos, embora muitas
substancias possam ser produzidas apds a planta sofrer algum ataque por
patébgenos ou quando ha herbivoria da mesma ou em fases especificas do
desenvolvimento, como durante a floracdo quando produz compostos para atrair
polinizadores (WINK, 2003). Quando compostos séo produzidos apos o ataque,
sua sintese é ativada pelo que € denominado elicitor. Os elicitores séo proteinas,
sacarideos, ou qualquer outro composto do patdgeno que é percebido por
receptores da parede celular da planta, desencadeando sistemas de sinalizacao
gue ativam 0s genes responsaveis pela sintese dos compostos de defesa,
denominados fitoalexinas (HELDT e HELDT, 2005).

Quanto a extracdo de compostos a partir de plantas, o maior problema
esta na concentracdo de metabdlitos nos tecidos e células, que normalmente &
muito baixa (DICOSMO e MISAWA, 1995). Outro problema € a sintese de
compostos por tecidos e 6rgdos especificos, que torna ainda mais dificil extrair
tais substancias em quantidades suficientes para o uso comercial (DICOSMO e
MISAWA, 1995).

2.3 Metabdlitos presentes em espécies de Campomanesia

A diversidade de compostos produzidos pelo metabolismo secundario
das espécies do género Campomanesia € ampla, desde fendis, taninos,
cumarinas, saponinas, flavonoides, até 6leos. Estas substancias apresentam
diversas atividades biolégicas, como captacao e neutralizacéo de radicais (acao
antioxidante), atividade antimicrobiana, antitumorigénica, entre outras
(COUTINHO et al., 2009; SANTOS et al., 2013).

J4 foram identificados pigmentos exclusivos para o género

Campomanesia. Bonilla et al. (2005) identificaram pigmentos amarelos,
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extraidos das sementes de C. lineatifolia, os quais foram denominados
champanonas, com coloracao entre o amarelo e o laranja. Compostos exclusivos
produzidos por espécies e grupos especificos podem ainda ser utilizados como
ferramenta taxonémica (CECHINEL-FILHO e YUNES, 1998; BOURGAUD et al.,
2001).

Os flavonoides, pertencentes ao grupo dos compostos fendélicos, sdo um
dos grupos mais estudados dentro das espécies do género Campomanesia.
Schmeda-Hirschmann (1995) identificou compostos com propriedades
farmacoldgicas como quercetina, miricetina e rutina, com acdes anti-
inflamatdrias, anticarcinogénica, imunomodulatérias e captura de radicais livres.
Kataoka e Cardoso (2013) compararam os fendis totais e flavonoides entre C.
xanthocarpa e C. sessiliflora, encontrando grande semelhanca na composi¢cao
quimica das duas espécies.

Em outras espécies do mesmo género, ja foram identificados diversos
flavonoides, como em C. adamantium onde Coutinho et al. (2008) identificaram
cinco flavanonas e trés chalconas em extrato foliar. Nesta mesma espécie,
Ferreira et al. (2013) encontraram 0S compostos miricitrina, miricetina e
guercetina e verificaram o potencial antioxidante dos extratos da planta.

Fernandes et al. (2015) observaram a presenca de flavonoides em
extratos da polpa dos frutos e sementes de C. lineatifolia, tais extratos
apresentando poder antioxidante em células hepaticas. Madalosso et al. (2012)
verificaram a composicao quimica de extratos de C. lineatifolia quanto a fenois
totais, conteudo de flavonoides e de taninos, entre os quais foram identificados
a catequina e a quercitrina. Santos et al. (2013) encontraram aproximadamente
131 mg de fendis totais por grama da polpa de frutos, além de outros compostos
como carotenos, licopeno, B-criptoxanthina, violaxanthina, entre outros.

Entre os compostos identificados por Coutinho et al. (2008) estéo
flavononas e chalconas como 7-hidroxi-5-metoxi-flavanona, 7-hidroxi-5-metoxi-
6-metilflavanona, 5,7-dihidroxi-6-metilflavanona, 5,7-dihidroxi-8-metilflavanoni,
2,4-dihidroxi-6-metoxichalcona, 5,7-dihidroxi-6,8-dimetilflavanona, 2,4-dihidroxi-
6-metoxi-5-metilchalcona, 2.4-dihidroxi-6-methoxi-3-metilchalcona e a 2,4-
dihidroxi-6-metoxi-3,5-dimetilchalcona. Verificou-se ainda que diferentes
populacdes de gabirobeira apresentavam diversidade quantitativa dos

componentes nos extratos obtidos (COUTINHO et al., 2008). Ha grande
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diversidade de 6leos essenciais entre as espécies do género Campomanesia
como mostrado nos estudos de Cardoso et al. (2009) com extracéo de Oleos dos
frutos de C. xanthocarpa e C. adamantina. Além disso, Cardoso et al. (2010)
extrairam 0Oleos essenciais de flores de C. xanthocarpa e C. sessiliflora, obtendo
cerca de 0,1 e 0,08% de Oleos essenciais, em relacdo a massa fresca,
respectivamente. Adati et al. (2006) obtiveram 0,3% de Oleos essenciais a partir
de folhas de C. phaea. Os componentes principais dos 6leos essenciais das
espécies do género Campomanesia sao sesquiterpenos.

Além das espécies ja citadas, outras tiveram seus 0Oleos essenciais
analisados, como C. adamantium (COUTINHO et al., 2009) e C. sessiliflora
(GNOATTO et al., 2010) encontrando-se como componentes majoritarios (E)-
salveno, (Z)-B-ocimeno, mirtenal, viridifloreno, a-tujopsan-2-ol, leptospermona

iso e, em C. guaviroba, t-pinocarveol, mirtenal e mirtenol (PASCOAL et al., 2011).

2.4 A cultura de tecidos in vitro

A cultura de células, tecidos e 6rgdos vegetais in vitro consiste na
manutencdo dessas estruturas em meios artificiais sob condic6es controladas,
principalmente temperatura e luminosidade, permitindo a propagacao e cultivo,
bem como o estudo fisiolégico e celular (GEORGE et al., 2008). Os primeiros
cultivos de tecidos vegetais estabelecidos com sucesso foram os de White
(1934) que cultivou apices de raizes de tomateiro em solucao nutritiva. Muitos
outros autores desenvolveram trabalhos com as culturas in vitro, estabelecendo
formulacbes de meios de cultura. O meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
desenvolvido para a cultura de tecidos de tabaco, é utilizado para muitas
espécies, principalmente herbaceas, e o meio WPM (LLOYD e McCOWN, 1980)
especialmente em espécies lenhosas.

Os calos sdo estruturas sem organizacdo definida e com células
indiferenciadas muito semelhantes a células meristematicas (TORRES et al.,
1998). Seu cultivo pode ser realizado em meio liquido ou semi-sélido e se inicia,
de forma geral, com a inducdo da calogénese em tecidos vegetais como
segmentos de folhas, caules e raizes. Essas culturas podem servir para a

regeneracado de plantas via organogénese indireta, embriogénese somatica
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indireta, manutencao de culturas de protoplastos, inicio de culturas de células e
ainda podem ser utilizadas para a obtencdo de compostos metabdlitos
secundarios. Protocolos de cultura de calos ja foram desenvolvidos para
diversas espécies com esse objetivo (BOURGAUD et al., 2001; SHARP e
DORAN, 2001; RAO e RAVISHANKAR, 2002; TAPIA e MONROQOY, 2007).

A inducao da formacao do calo € obtida através do cultivo dos explantes
em meio contendo algum regulador vegetal, principalmente auxinas fortes como
0 acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o picloram e o acido naftalenoacético
(ANA) (HEIJDEN et al., 1986; LEWINSOHN et al., 1994; MATHUR et al., 2010;
GIRI et al., 2012). Muitos autores ainda utilizam combinacdes de auxina com
citocinina, como Mathur et al. (2010) que usaram 4,5 uM de 2,4-D com 1,2 uM
de cinetina, para aumentar a proliferacdo dos calos de Panax sikkimensis em
meio MS modificado. Ja Giri et al. (2012) induziram calos em Habenaria
edgeworthii no meio MS ou MS/2 com 1 uM de ANA, por duas semanas, e apos
esse periodo, subcultivaram os calos em meio contendo 0,1 pM de
benzilaminopurina (BAP) a cada quatro semanas. Em algumas espécies ja foram
obtidas culturas de calos sem a adi¢do de auxinas aos meios de cultura, como
no caso de sementes de Olea europea cultivadas em meio MS adicionado de
4,44 uM de BAP e 1,44 pM de acido giberélico (GAs) (GENTILE e UCCELLA,
2014).

2.5 Metabolitos secundarios em culturas de tecidos in vitro

Para a extracdo dos metabdlitos secundarios das plantas, é necessaria
uma grande quantidade de matéria prima, que € destruida no processo. Tal
extracdo pode ser inviavel devido a falta de plantas, seja por questbes de
sazonalidade ou pela raridade dessas plantas, que n&do sdo cultivadas, mas
retiradas do meio ambiente (TAPIA e MONROY, 2007). Um bom exemplo disso
€ 0 composto taxol, produzido pelas plantas do género Taxus, que foi um dos
primeiros compostos a ser produzido in vitro em larga escala, por meio do uso
de biorreatores (DORNENBURG e KNORR, 1995). Antes da producdo em
biorreatores, as plantas desse género sofreram risco de extincdo devido a
extracdo descontrolada do taxol diretamente de individuos na natureza
(DORNENBURG e KNORR, 1995). Poucos protocolos sdo comercialmente
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empregados, possivelmente pela dificuldade da aplicagdo dos protocolos
desenvolvidos em laboratério em larga escala (DORNENBURG e KNORR, 1995;
DICOSMO e MISAWA, 1995; TAPIA e MONROY, 2007).

Muitos compostos sdo produzidos em tecidos especificos e
armazenados em tecidos distintos de sua origem, o que pode ocasionar, nos
sistemas in vitro, a degradacédo dos metabdlitos devido a auséncia dos tecidos
de estocagem dessas substancias (GIAMAKIS et al., 2001).

Apesar das dificuldades, ha muitos trabalhos bem sucedidos de
obtencdo de metabdlitos secundarios in vitro, como, por exemplo, antocianinas
e ginsenosideos extraidos do Panax sikkimensis (MATHUR et al., 2010) e &cido
rosmarinico e flavonoides de Dracocephalum kotschyi (FATTAHI et al., 2013),
ou ainda a quantificacdo dos metabolitos totais in vitro em culturas de células de
Artemisia absinthium (ALI et al. 2013), Piper sp. (DELGADO-PAREDES et al.
2013) e Gomphrena globosa (ANDRE et al., 2003).

Em plantas da familia Myrtaceae, o cultivo in vitro de tecidos para
obtencdo de metabdlitos secundarios foi realizado principalmente em espécies
do género Eucalyptus (FURUYA et al., 1987; GIAMAKIS et al., 2001). Em
culturas in vitro de flores de Eucalyptus camaldulensis (GIAMAKIS et al., 2001)
e em cultura de células provenientes de ramos jovens em Eucalyptus perriniana
(FURUYA et al., 1987), foi possivel extrair 6leos essenciais com propriedades
farmacéuticas, como antifingica e bactericida. Giamakis et al. (2001) obtiveram
diversos terpenos a partir de calos de Eucalyptus camaldulensis induzidos em
tecidos florais e estames imaturos cultivados na presenca de 2,4-D e BAP,
isolados ou combinados, no meio MS. Nao houve diferenca na porcentagem de
formacdo de calos entre os tratamentos; entretanto, a taxa de crescimento foi
maior nos meios contendo ambos os reguladores. Nesse trabalho, observou-se
diferentes constituintes dos 0leos essenciais dependendo do explante inicial. Os
calos obtidos de estames apresentavam uma grande quantidade de alcanos,
alcenos e alcoois, enquanto os calos provenientes das flores imaturas
produziram grande quantidade de monoterpenos. Houve também diferenca na
composicdo dos extratos em relacdo ao cultivo em condi¢des de luz e escuro
principalmente de estames, quanto as propor¢des de algumas substancias.

Longo et al. (2007) identificaram as antocianinas de Eugenia myrtifolia

em brotos obtidos in vitro, onde o acumulo de pigmentos nas folhas indicou o
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potencial da espécie na obtencdo destes compostos. Entretanto ndo foi possivel
realizar a inducdo de calos devido a alta taxa de contaminacdo do material
inoculado (LONGO et al., 2007).

2.6 Elicitores no cultivo in vitro de calos e células

O processo de elicitacdo ocorre pelo estresse provocado por agentes
quimicos e fisicos sobre a planta, podendo ser bidticos ou abidticos, ativando a
expressao génica e as rotas de biossintese responsaveis pela protecdo da planta
(BOURGAUD et al.,, 2001). Como agentes elicitores, podem ser utilizados
fragmentos de parede celular e proteinas de patdgenos, diversos compostos
organicos, sais de metais pesados, radiacao ultravioleta, correntes elétricas,
jasmonato, entre outros (BHUIYAN e ADACHI, 2003; CHEN et al., 2006; WANG
et al.,, 2010). A elicitacdo aumenta a sintese e a secre¢cdo dos metabdlitos
secundarios para o meio extracelular, permitindo que eles sejam difundidos no
meio de cultura e extraidos sem a necessidade de rompimento e destruicao das
células e tecidos dos cultivos (BHUIYAN e ADACHI, 2003).

Em células de Portulaca sp. cultivadas para a producao de betacianinas,
Bhuiyan e Adachi (2003) usaram como elicitores Fe-EDTA na concentracao de
25 a 200 pM, e CuSOa4 na concentracdo de 10 a 80 uM, além dos elicitores
bidticos B-glucano e quitosana, em concentracdes entre 0,025 e 50 mg.L*. Estes
autores observaram que as maiores concentracfes dos elicitores acabaram por
inibir a sintese de betacianinas e, no caso dos elicitores bidticos, as menores
concentracbes foram as mais eficientes. Os mesmos autores também
observaram a acdo do metil-jasmonato como elicitor, obtendo um aumento de
2,6 vezes na sintese de compostos, contra um aumento entre 1,5 e 1,8 vezes
com o uso dos demais elicitores.

De forma geral, os jasmonatos atuam na regulagéo da expressao génica,
principalmente quando a planta € submetida a estresses bibticos e abidticos
(CONCHA et al., 2013; FLORES et al., 2013) e sao aplicados de forma exdgena
como elicitores até mesmo em plantas in situ por estimular a sintese de uma
ampla diversidade de compostos do metabolismo secundario (ZHAO et al., 2005;
CHEN et al., 2006; WANG et al., 2010). Outros compostos, bibticos e abidticos,
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utilizados como elicitores, aumentam a sintese dos jasmonatos nos tecidos
vegetais, desencadeando assim a expressao génica dos mecanismos de defesa,
porem com um custo reduzido em relacéo a aplicacdo de jasmonatos exdgenos
(BHUIYAN e ADACHI, 2003; CONCHA et al., 2013; FLORES et al., 2013).
Lewinsohn et al. (1994) estudaram a regulacdo da sintese de
monoterpenos em culturas de calos de Abies grandis, pela elicitacdo através da
adicdo de extratos de dois fungos (Trichosporium symbioticum e Penicillium
brevicompactum) e de compostos organicos (quitosana, extrato de levedura e
pectinase) aos meios de cultura. Ndo houve aumento significativo do contetdo
de terpernos com os extratos dos fungos, porém houve incremento da sintese
de monoterpenos (trés a oito vezes) nas culturas tratadas com quitosana, extrato

de levedura e pectinase, em relacéo ao controle cultivado sem elicitores.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

3.1.1 Sementes

Frutos maduros, de coloracdo amarela ou alaranjada, de gabiroba
(Campomanesia xanthocarpa) foram coletados na primeira semana de
dezembro nos anos de 2013, 2014 e 2015 em propriedade particular na cidade
de Sado José dos Pinhais, PR, Brasil. Apds a coleta, os frutos foram despolpados
e as sementes lavadas em agua corrente e levadas para o Laboratorio de
Micropropagacdo do Departamento de Botanica da Universidade Federal do
Parand, onde foram desinfestadas em camara de fluxo laminar com etanol 70%
por um 1 min, seguido de solugéo de hipoclorito de sodio (NaOCI) 5%, acrescido
de 0,1% de Tween20®, por 10 min e entdo enxaguadas por trés vezes com agua
destilada autoclavada. As sementes foram germinadas in vitro e as plantulas

obtidas usadas como fonte de explantes para a fase de inducédo de calos.

3.1.2 Material do campo
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Ramos jovens das mesmas arvores adultas das quais foram obtidas as
sementes, foram coletados entre os meses de outubro e novembro. Os ramos
retirados das plantas do campo foram levados para o Laboratério de
Micropropagacdo do Departamento de Botanica da UFPR em recipientes
plasticos contendo agua para evitar a desidratacéo dos tecidos. Todas as folhas

foram removidas e desinfestadas em camara de fluxo laminar.
3.2 Germinacao de sementes

Para a germinacéo in vitro das sementes coletadas em 2013 e 2014,
foram utilizados os meios WPM e WPM/2 (contendo metade da concentracao de
sais e as vitaminas completas), com e sem sacarose (30 g.L) e a cultura foi
realizada na luz e no escuro. Além disso, sementes previamente embebidas em
solucéo de Plant Preservative Mixture® (PPM®) a 0,2% por 24 horas antes da
desinfestacdo, foram germinadas em meio WPM com 30 g.L* de sacarose, na
luz e no escuro.

As sementes coletadas em 2015 foram germinadas nos mesmos
tratamentos, mas sem a embebic&o prévia na solucdo de PPM®,

As sementes foram introduzidas individualmente em tubos de ensaio de
15 cm de altura por 2,5 cm de didametro contendo 10 ml de meio de cultura. Para
cada tratamento, foram utilizados 50 tubos.

Diariamente foram avaliados: a porcentagem de germinacdo das
sementes, o indice de velocidade de crescimento (IVG) pelo método descrito por
Maguire (1962), a porcentagem de necrose e da contaminacdo das sementes.

O IVG foi calculado pela formula abaixo:

Znt

=

~ "k ,{
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Em que:

ti: tempo entre o inicio do experimento e a i-ésima observacéo (em dias);

ni: niumero de sementes que germinam no tempo ti;



24

k: dltimo dia da observacéo.

3.3 Cultura de discos foliares e inducao de calos

3.3.1 A partir de plantulas germinadas in vitro

Discos foliares provenientes de plantulas de quatro meses cultivadas in
vitro, foram cortados com perfuradores metélicos cilindricos, com 0,5 cm de
diametro, contendo sempre a nervura central e sem as margens das folhas.
Foram obtidos dois discos de cada folha e colocados em placas de Petri de 2,5
x 10 cm, contendo 40 ml de meio de cultura, num total de oito explantes por placa
e 20 placas por tratamento.

No primeiro experimento foi utilizado o meio MS acrescido de 2,4-D nas
concentragdes de 2,5; 5,0 e 10,0 pM.

No segundo experimento os discos provenientes das mesmas plantulas
aos oito meses foram cultivados em meio MS suplementado com 2,4-D nas
concentragdes de 5, 10 e 20 uM e em meio controle sem 2,4-D e acrescido de
0,1% PPM® antes da autoclavagem, testando também a posicdo do explante
com a face adaxial ou abaxial da folha em contato com o meio de cultura.

O terceiro experimento foi realizado conforme o segundo utilizando as
plantulas obtidas das sementes coletadas em 2014.

Apés 60 dias, os calos obtidos foram subcultivados em meio MS
contendo as mesmas concentracdes de 2,4-D da fase de inducdo. Apds mais 30
dias todos os calos foram cultivados em meio MS com 5 uyM de 2,4-D e
subcultivados a cada 30 dias para a manutencdo dos calos. Os calos foram
mantidos por dois anos nestas condic¢des.

Os calos obtidos provenientes de uma mesma folha foram considerados
de uma mesma linhagem celular, sendo obtido um total de 22 linhagens. Apo6s
seis subculturas (seis meses), foram isoladas quatro linhagens de calos com
crescimento rapido e, numa segunda introducdo de explantes foliares in vitro,
apos seis meses, obteve-se 16 linhagens, das quais oito sobreviveram in vitro.
Cada linhagem é proveniente de uma mesma folha. Os calos das linhagens com
maior crescimento (01, 04, 08 e 18) foram subcultivados isoladamente e

avaliados pelo aumento da massa fresca, niveis de oxidag&o e necrose. Foram
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pesados 6 calos separados de 4 placas escolhidas ao acaso, totalizando 24
calos, apos 90 dias da introdugdo dos discos no meio de inducéo (30 dias do
primeiro subcultivo dos calos).

As duas linhagens com maior crescimento, dentro das 4 mantidas, foram

utilizadas para a extracéo e quantificacdo de compostos fendlicos.

3.3.2 A partir de plantas do campo

3.3.2.1 Desinfestacao

No primeiro experimento, a desinfestacdo das folhas foi realizada com
alcool 70% por um 1 min, NaOCI 5%, acrescido de 0,1% de Tween 20®, por 10
min, seguido de enxague com agua destilada autoclavada por trés vezes.

Numa segunda introdugcéo foram utilizadas duas concentracbes de
NaOCl, 5 e 7,5% por 10 min e 0,1% de PPM foi adicionado ou ndo nos meios de
cultura.

No terceiro experimento foram realizados os tratamentos de
desinfestacdo com 2,5 e 5% de NaOCI acrescido de 0,1% de Tween20®, por 10
min. A menor concentracdo de NaOCI também foi combinada com solucao de
cloreto de mercurio (HgCl2) nas concentragdes de 0,1 e 0,4%. Foram testados
dois tempos de imersdo para cada concentracdo de HgClz, 5 e 10 min,
totalizando seis tratamentos. Os discos foliares foram introduzidos em meios MS
sem 2,4-D suplementados com 0,1% de PPM® (GURI e PATEL, 1988).

Em todos os experimentos, as folhas foram mantidas em solucdo
antioxidante contendo 1g.L* de polivinilpirrolidona (PVP) apés a desinfestacéo e

até a introducao in vitro.

3.3.2.2 Estabelecimento in vitro

Discos foliares com 1 cm de diametro obtidos a partir de plantas do
campo foram introduzidos em placas de Petri de 2x10 cm contendo 40 ml de
meio MS. Cada placa continha seis explantes, sendo utilizadas 20 placas por

tratamento.
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No primeiro experimento, 2,4-D foi acrescido ao meio de cultura nas
concentracdes de 5, 10 e 20 uM, o meio controle sendo o meio sem 2,4-D. Apés
60 dias, os discos foram transferidos a meio MS contendo 2,4-D nas
concentracdes de 20, 40 e 60 UM assim como no meio controle sem o regulador.

No segundo e terceiro experimento, apos 30 dias no meio MS sem
regulador vegetal, os explantes foram transferidos para meio de cultura MS
contendo 2,4-D nas concentragdes de 10, 20, 40 e 60 uM.

Foram avaliadas a taxa de contaminacédo, sobrevivéncia e oxidacdo dos

explantes e a formacéao de calos ap6s 60 dias.

3.4 Elicitacéao

Como agente elicitor foi escolhida a quitosana do Laboratério
Catarinense, comprado em farmacia. Foi utilizado o meio de cultura MS,
contendo 5 uM de 2,4-D, suplementado com quitosana nas concentracfes de
250 ou 500 mg.L?, mais um controle sem quitosana. Além disso foi comparado
0 meio MS com 5 uM de 2,4-D combinado com 2,2 uyM de 6-benzilaminopurina
ou 500 mg.L! de quitosana. A quitosana foi adicionada aos meios de cultura
antes da autoclavagem.

Foram cultivados calos de 50 mg cada, da linhagem 01, em placa de
Petri, com oito calos por placa, num total de 12 placas por tratamento. Apds 60
dias foram retiradas as amostras para aplicar o teste de Folin-Ciocalteu como

descrito no item 3.7.

3.5 Condic¢des de cultura

Os meios de cultura utilizados continham 30 g.L! de sacarose, exceto
onde indicada outra concentracdo, e foram gelificados com 6 g.L! de &gar
(Vetec®). Os meios tiveram seu pH ajustado para 5,8 com NaOH 1N e foram
entdo autoclavados por 20 min a 120° C.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento a 25+2 °C, sob

fotoperiodo de 16 h, com irradiancia de 40 pmol.m?2.s?. As culturas foram
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subcultivadas em meio fresco a cada 30 dias e mantidas sob as condi¢des

descritas anteriormente.

3.6 Andlise estatistica e delineamento experimental

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). O numero de explantes e de repeticbes usadas estédo
descritos em cada secdo. Os explantes foram avaliados mensalmente para
proliferagao dos calos, necrose e oxidagao dos tecidos e crescimento. Os dados
obtidos foram analisados pelo teste de homogeneidade de Bartlett, seguido do
teste de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey a 5% ou 1% de probabilidade.
Foi realizada a andlise fatorial dos dados, para determinar a interacéo entre 0s

fatores.

3.7 Teste de Folin-Ciocalteu

Para a andlise dos compostos fendlicos totais foram pesados 100 mg de
calos, ao qual foi adicionado 5 mL de solugdo etanol:4gua na proporgéo 1:1 (v/v),
seguido de agitacdo por 30 min. Apds esse tempo, aliquotas de 100 uL da
amostra extraida foram colocadas em bal6es de vidro de 10 mL, com adicdo de
500 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada, sendo a mistura
agitada por um minuto. Em seguida foram adicionados 2 mL da solu¢do de
Na2COs a 15%, que foi agitada por mais 30 s e 0 volume foi completado para 10
mL com agua destilada. O branco foi realizado com uma solucédo contendo 250
uL de etanol, 1250 uL do reagente de Folin, 5 mL de Na2COs a 15%, agitada por
30s e avolumada com agua destilada. A curva de calibracdo foi feita com base
no acido galico preparado numa solugdo de 50 mL contendo 0,005 g de acido
gélico (solucdo méae). A curva de calibracéo foi calculada com base na Tabela
do anexo 1. As amostras preparadas foram analisadas em espectrofotometro da
marca Shimadzu modelo UV-1800 com incidéncia de luz UV de 760 nm. As
absorbancias foram medidas e a quantidade relativa de fendis totais foi inferida
com base na curva de calibragao.

O teste de Folin-Ciocalteu foi realizado em trés amostras de calos: (1)

linhagem 01 cultivada em meio de cultura contendo 500 mg.L! de quitosana, 2)
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linhagem 01 n&o tratada com o elicitor e (3) linhagem 18 sem elicitor. O teste foi
realizado com duas repeti¢cées em triplicata.

4 RESULTADOS

4.1 Germinacao de sementes de C. xanthocarpa

As sementes de C. xanthocarpa, obtidas no ano de 2013, comecaram a
germinar durante os primeiros dias ap0s a inoculacdo até um periodo de
aproximadamente duas semanas. Observou-se que muitas sementes
apresentavam poliembrionia, contendo até quatro embrides numa semente, e
que estes embribes se desenvolviam normalmente. As taxas de germinacgéo
variaram de 34,10 a 88,88% (Tabela 1). Nado houve interacdo entre os fatores
analisados e nao houve diferencas entre as taxas de germinacao, exceto no caso
das sementes germinadas no meio WPM com sacarose na luz (Tabela 2).

A velocidade de germinacgao das sementes foi estatisticamente igual nos
tratamentos exceto no meio WPM com sacarose mantido na luz, o qual foi o
tratamento com menor porcentagem de germinacao (Tabela 2).

A taxa de contaminacdo fungica das sementes foi baixa e ndo houve
contaminacgdo bacteriana, atingindo no maximo 13,33% (dados ndo mostrados)
indicando ndo ser necessario realizar alteracdes no protocolo de desinfestacéo,
nem aplicar o biocida PPM®. Ndo houve perdas por oxidacédo e necrose.

No teste de germinacéo realizado em 2015, os mesmos meios foram
testados, ndo havendo diferenca estatistica entre os resultados (Tabela 2),
diferentemente da primeira germinagao, onde o primeiro tratamento se mostrou
inferior aos demais (Tabela 3). No ano de 2015, a taxa e a velocidade de
germinacao foram, em certos casos, inferiores em relacdo as obtidas em 2013,
embora as sementes tenham sido coletadas no mesmo periodo em ambos o0s
anos (entre os dias 10 e 15 de dezembro). Isso ocorreu provavelmente devido a

um adiantamento da floracdo e maturacéo dos frutos no ano de 2015.
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Tabela 1 — TAXA DE GERMINACAO E INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO
(IVG) IN VITRO DE SEMENTES DE Campomanesia xanthocarpa COLETADAS EM
2013.

) Germinadas
Meio Sacarose Luz VG
%

30 gLt Sim 34,10 b 0,076 b
WPM Nao 73,33 a 0,212 a
i Sim 84,44 a 0,219 a
Nao 55,55 ab 0,165 ab
30 gL Sim 84,44 a 0,228 a
WPM/2 N&o 7333 a 0,218 a
i Sim 82,22 a 0,268 a
Nao 64,44 ab 0,201 a
WPM (pré-tratamento 30 9.L*  Sim 66,66 a 0,185 ab
comPPMpor24h)  30g.L" Nao 88,88 a 0,216 a

CV (%) 32,61 36,65

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem pelo teste de Tukey
a 1% de probabilidade.

Tabela 2 — TAXA DE GERMINACAO E INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO
(IVG) IN VITRO DE SEMENTES DE Campomanesia xanthocarpa COLETADAS EM
2015.

Meio Sacarose Luz Germinadas IVG
%

WPM 30g.L? Sim 67,50a 0,175a
Nao 72,50a 0,181a
- Sim 67,50a 0,172a
N&o 75,00a 0,187a
WPM/2 30¢g.L? Sim 60,00a 0,168a
Nao 55,00a 0,157a

- Sim 67,50a 0,169a
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CV (%) 71,3 73,2
Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna néo diferem pelo teste de Tukey
a 1% de probabilidade.

4.2 Inducdo de calos em discos foliares de C. xanthocarpa

cultivados in vitro

4.2.1 Discos foliares de plantas crescidas in vitro

No primeiro experimento houve 100% de contaminacgdo fungica. No
segundo e terceiro experimento, a taxa de contaminacdo dos explantes
provenientes de plantulas germinadas in vitro foi menor que 1%.

A formacédo de calos nos discos foliares se iniciou logo nas primeiras
semanas de cultivo, com o intumescimento dos tecidos em meio com 2,4-D e
nao diferiu estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 3). Houve diferenca
estatistica quanto a taxa de necrose do material vegetal, sendo que os explantes
com a face adaxial voltada para o meio de cultura necrosaram mais em relacéo
aos explantes com a face abaxial em contato com o meio (Tabela 3). No controle,
nao houve formacéao de calos e os explantes necrosaram apés 30 dias de cultivo
(dados ndo mostrados).

Ocorreu oxidacao em niveis variaveis em todos os explantes, o que nao
afetou a formacéao de calos (Figura 1C). As oxidagOes ocorreram principalmente
nas bordas do disco foliar, possivelmente devido a injuria causada aos tecidos
pelo corte. Poucos explantes foram perdidos devido a necrose e ndo houve
diferenca estatistica entre as taxas de necrose nos tratamentos com 2,4-D
(Tabela 3).

Tabela 3 — FORMACAO DE CALOS E NECROSE EM DISCOS FOLIARES
PROVENIENTES DE PLANTULAS DE Campomanesia xanthocarpa CULTIVADOS IN
VITRO POR 60 DIAS EM MEIO MS CONTENDO 2,4-D, EM FUNCAO DA POSICAO
DO DISCO NO MEIO DE CULTURA

Concentragao de 2.4-D (uM)

Posicao* 5 10 20
Adaxial 23,86" 32,95 20,45
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Formacéo de Abaxial 20,45" 28,4 21,59

calos (%)
Necrose (%) Adaxial 10,23aA 15,91aA 9,09aA
Abaxial 4,55aB 4,55aB 2,27aB

Resultados seguidos de letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. Dados com letras
maiusculas iguais na vertical ndo diferem pelo mesmo teste.

"S ndo significativo.

A formacgao dos calos ocorreu inicialmente na regido da nervura do disco
foliar (Figura 1B). A formacéo do calo se deu entre quatro e cinco semanas apos
0 inicio da inducdo e o crescimento dos calos foi lento no inicio (dados néo
mostrados). A partir do primeiro subcultivo dos calos, o aumento de massa fresca
do material foi rapido. Apés a 32 semana do primeiro subcultivo a massa dos
calos da linhagem 01 dobrou em relacdo ao peso inicial; porém, a partir da 42
semana, ndo houve aumento significativo do peso, enquanto os calos das
demais linhagens avaliadas cresceram menos durante todo o periodo avaliado
em relagdo com a primeira linhagem (Figura 1) e as culturas comecaram a ter

crescimento mais lento e a sofrer oxidacdo (Figura 1).
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Figura 1 — CURVAS DE CRESCIMENTO DE CALOS DE QUATRO LINHAGENS CELULARES
DE Campomanesia xanthocarpa (01, 04, 08 E 18) CONFORME MASSA FRESCA DURANTE
QUATRO SEMANAS DE CULTIVO EM MEIO DE CULTURA MS ACRESCIDO DE 5 uM DE 2,4-
D. O TEMPO 1 INDICA O INiCIO DO PRIMEIRO SUBCULTIVO.

ﬁ".l

Figura 2 - PLANTULA DE Campomanesia xanthocarpa DE 30 DIAS, GERMINADA IN VITRO EM
MEIO MS SEM REGULADORES (A); INICIO DA FORMACAO DE CALOS EM MEIO MS COM
2,4-D AOS 30 DIAS (B); CALO EM DISCO FOLIAR (SETA) E DISCO FOLIAR NECROSADO
APOS 45 DIAS EM MEIO DE INDUCAO (C); CALO NO PRIMEIRO SUBCULTIVO APOS 60
DIAS DA ESTABELECIMENTO IN VITRO (D). BARRA=1CM

4.2.2 Desinfestacédo de explantes foliares e Inducéo de calos a partir

do material do campo

No primeiro experimento, a contamina¢ao dos discos foliares foi de 67%.
Apés 60 dias de cultivo, os explantes restantes nao apresentaram sinais de
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calogénese em meio de cultura MS adicionado de 2,4-D nas concentracdes
testadas.

No segundo experimento, com desinfestacdo com 5 e 7,5%, de NaOCI,
e presenca ou auséncia de PPM® no meio, ndo houve diferenca estatistica entre
as concentracdes de NaOCI, porém a presenca de 0,1% de PPM® no meio de
cultura reduziu a taxa de contaminagédo de forma significativa (Figura 3). N&o

houve formacao de calos.
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Figura 3: TAXA DE CONTAMINACAO FUNGICA DE EXPLANTES PROVENIENTES DE
Campomanesia xanthocarpa MANTIDAS NO CAMPO, DESINFESTADAS COM HIPOCLORITO
DE SODIO NAS CONCENTRAQC)ES DE 5 E 7,5%, CULTIVADOS EM MEIO MS COM OU SEM
PPM®. LETRAS MAIUSCULAS IGUAIS NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE EM COLUNAS
DE MESMA COR, LETRAS MINUSCULAS IGUAIS NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE COLUNAS DE CORES DISTINTAS.

Quando foi utilizado o cloreto de mercurio para a desinfestacao e que o
PPM® foi adicionado aos meios de cultura, ndo houve contaminacdo dos
explantes, mesmo nos tratamentos sem a presenca de HgClz, porém 82% dos

explantes oxidaram apés trés semanas. Os discos foliares que ndo oxidaram
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completamente foram transferidos para meios com 2,4-D para a inducédo de

calos. Apos 60 dias, ndo houve formacgéo de calos em nenhum dos explantes.

4.3 Compostos fendlicos totais

A linhagem 01 apresentou aproximadamente o dobro dos compostos
fendlicos totais em relagdo a amostra da linhagem 18, ambas sem aplicacao de
elicitor. Além disso, o teor de fenois totais das amostras da linhagem 01
cultivadas na presenca da quitosana foi o dobro do teor das amostras sem

elicitagao (Figura 4).
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FIGURA 4 — CONCENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS EM EXTRATOS DE
CALOS DE Campomanesia xanthocarpa DAS LINHAGENS 18 E 01 SEM QUITOSANA E 01

COM QUITOSANA. *CONCENTRACAO RELATIVA A CURVA DE ABSORBANCIA DO ACIDO
GALICO

5 DISCUSSAO

5.1 Germinacao de sementes de Campomanesia xanthocarpa
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As sementes de Campomanesia xanthocarpa germinaram em todas as
condicles testadas, independentemente da concentracdo dos sais no meio, da
presenca de sacarose (condi¢cdes que afetam a pressdo osmotica do meio) e da
presenca de luz. Apesar das sementes de plantas da familia Myrtaceae serem
definidas como fotoblasticas positivas (SANTOS et al.,, 2004), o né&o
requerimento de luz para a germinagédo de C. xanthocarpa foi observado por
Herzog et al. (2012), assim como no presente trabalho onde a presenca ou
auséncia de luz n&o afetou a germinagao.

Segundo Gogosz et al. (2010), as plantulas de C. xanthocarpa possuem
grande quantidade de reservas na forma de amido, que é rapidamente quebrado
em sacarideos menores apos a germinacdo. Além disso, Gogosz et al. (2010)
discutem a presenca de estruturas cotiledonares, que auxiliam na fotossintese
na fase de plantula, podendo explicar o desenvolvimento das plantulas nas
diversas condicbes apresentadas. Dessa forma, as plantulas ndo se beneficiam
necessariamente dos compostos (sais e agucares) presentes no meio devido a
rapida conversdo do amido em sacarideos menores, COmo sacarose, e possuem
independéncia da luz e da fotossintese no inicio do desenvolvimento (GOGOSZ
et al., 2010).

5.2 Inducdo de calos em discos foliares de Campomanesia
xanthocarpa

5.2.1 Desinfestacéo e inducéo de calos a partir de discos foliares de

plantas germinadas in vitro

No presente trabalho a presenca de PPM® teve um efeito positivo para
a eliminagdo das contaminagfes. A contaminagdo dos explantes no meio de
inducé&o pode ser atribuida a microrganismos enddgenos, que ocorrem em varias
espécies lenhosas (MROGINSKI et al., 1999; PALU et al., 2011). Para contornar
esse problema normalmente s&o utilizados antibiéticos, os quais podem ser
nocivos para os explantes (BIASI, 2005). Em consequéncia, a utilizacdo do
PPM® foi uma alternativa ao uso dos antibiéticos. O PPM® (isotiazolona) é um

composto contendo cloro com fungcdo biocida e biostatica, atuando
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principalmente contra o desenvolvimento de fungos e bactérias (GURI e PATEL,
1998). As isotiazolonas atuam na cadeia transportadora de elétrons e no ciclo do
acido citrico, afetando a respiracdo celular, inibindo dessa forma o
desenvolvimento de microrganismos (GURI e PATEL, 1998). Nenhum efeito
fitotoxico foi observado nos explantes de C. xanthocarpa. Apos 30 dias de cultivo
no meio com PPM®, os explantes foram transferidos para meio fresco sem o
composto, sem aparecimento de contaminacdo nas subculturas seguintes,
indicando que houve sucesso na eliminagdo dos contaminantes.

Apbs a introducao dos discos foliares nos meios com 2,4-D, a formacgéo
de calos deu-se entre 30 e 60 dias. A inducédo de calos ocorreu em todas as
concentracdes de 2,4-D, porém nao houve formacéo no controle. A formacéo de
calos também é relatada em outras espécies da familia Myrtaceae, por exemplo
em embrides zigoticos de Myrtus communis, na presenca de 2,26 a 18,98 uM de
2,4-D (CANHOTO et al., 1999). Giamakis et al. (2001) obtiveram calos a partir
de inflorescéncias de Eucalyptus camaldulensis utilizando concentracdes de 2,4-
D inferiores as utilizadas no presente trabalho, entre 0,05 e 0,25 uM, combinadas
ou ndo com 0,044 a 2,22 uM de BAP, cultivados no escuro ou com fotoperiodo
de 16h.

A inducéo dos calos se deve ao balanco entre os horménios enddgenos,
auxinas e citocininas (GEORGE et al., 2008), o qual é afetado pelos reguladores
vegetais utilizados nas culturas como o 2,4-D, que causa a hiperpolarizacdo da
membrana celular, alterando o ciclo celular e induzindo uma alta divisao celular,
a qual resulta na formacéo do calo (SANE et al., 2006).

A formac&o de calos na regido da nervura deve-se a presenca dos
tecidos vasculares, principalmente o cambio vascular e o tecido parenquimatico
(SANE et al., 2006). Alguns calos se formaram na regido do corte do disco.
Nesse caso, 0 estresse devido ao corte, as interacbes genotipicas e as
condi¢cdes do ambiente podem desencadear a calogénese (SANE et al., 2006;
LAHIRI et al. 2012).

5.2.2 Desinfestacdo e inducdo de calos a partir do material do

campo
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Os resultados do experimento mostraram que a contaminacdo de
explantes de material proveniente de campo aberto é maior do que de plantas
provenientes de casas de vegetagcdo, ou de plantas obtidas in vitro, devido a
maior exposicdo dos tecidos aos microrganismos presentes no ambiente
(GEORGE et al, 2008; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2010). Uma grande
quantidade de fungos e bactérias vivem de forma enddgena na planta, sem
causar nenhum dano ao seu hospedeiro, mas as condi¢des in vitro levam ao
crescimento excessivo dos microrganismos, que competem por nutrientes com
a planta, levando-a a morte.

A adicdo de PPM® mostrou-se necessaria para o estabelecimento in
vitro dos explantes de plantas do campo. A desinfestacdo com hipoclorito de
sédio associada ao uso de PPM® no meio impediu o aparecimento de
contaminag&o podendo-se assim evitar o uso do cloreto de mercdrio, sendo este
um composto altamente toxico que gera grande quantidade de residuos, os quais
necessitam de descarte apropriado apdés o uso (SCHERWINSKI-PEREIRA,
2010).

5.3 Analise dos compostos fendlicos

A maior concentracdo de compostos fendlicos nos calos tratados com
quitosana, verificada no presente estudo, ocorre como resposta de defesa dos
tecidos vegetais ao composto. Outros elicitores como [(-glucana, extrato de
leveduras e fragmentos de paredes celulares de fungos também podem ser
utilizados para a sintese de metabdlitos de outros grupos funcionais nas plantas.
Tal efeito foi observado em células de Portulaca sp. cultivadas para a producao
de antocianinas onde os melhores resultados foram obtidos apés adicdo de B-
glucana e metil-jasmonato aos meios de cultura e ndo com quitosana (BHUIYAN
E ADACHI, 2003). Da mesma maneira, a aplicacdo de quitosana e quitina nos
meios provocou aumento de sintese de composto fendlico como as coumarinas
(entre quatro e cinco vezes) em Ruta graveolens (ORLITA et al., 2008).
Resultados similares foram obtidos para obtencdo de plumbagina, outro
composto fendlico, em culturas de Plumbago rosea acrescidas de quitosana
(KOMARAIAH et al., 2002).
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As diferencas entre as concentracbes de compostos fendlicos entre
calos de diferentes linhagens podem ser atribuidas a diversidade genética,
estado fisiolégico e condi¢Bes de cultura dos explantes (GEORGE et al., 2008).
Um resultado interessante foi o fato de o calo com maior crescimento apresentar
também a maior concentracdo de compostos fendlicos, permitindo assim uma

facil selecdo do material para cultura em larga escala.

6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Foi possivel obter a germinacéo in vitro de sementes de Campomanesia
xanthocarpa, independentemente da presenca de luz e da adicdo de sacarose
ao meio. Recomenda-se o0 uso de meio WPM/2 sem sacarose para germinacao
de sementes in vitro.

Observou-se a formacao de calos em meio MS sempre na presenca de
2,4-D. podendo ser mantidos durante varios subcultivos de maneira a aumentar
a massa de material para a extracdo de metabdlitos. Folhas de plantas adultas
nao sdo recomendadas para o inicio da formacéo de calos, mas sim tecidos de
material in vitro.

A quitosana promoveu um incremento no conteddo de compostos
fendlicos dos calos, porém outros agentes elicitores como quitina, extrato de
levedura, glucanos e fragmentos de paredes celulares de fungos podem ser
utilizados a fim de aumentar a sintese de metabdlitos especificos. Os compostos
fendlicos bioativos dessas culturas podem ser extraidos para o uso na industria

farmacéutica e cosmética.
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Anexo 1 — Tabela para construcdo da curva padrédo (curva mae) para

andlises por espectrometria, com base na concentracé@o de acido gélico.

Volume

Folin

soluciomie  Ciocalteu Na,CO315% Volume final Conc. ac. galico Abs

(mL) (m) (mL) (mL) (mg/mL)

0,15 0,5 2,0 10 15,0 0,201
0,16 0,5 2,0 10 16,0 0,215
0,18 0,5 2,0 10 18,0 0,248
0,19 0,5 2,0 10 19,0 0,258
0,20 0,5 2,0 10 20,0 0,274
0,30 0,5 2,0 10 29,9 0,390
0,40 0,5 2,0 10 39,9 0,514
0,50 0,5 2,0 10 49,9 0,627
0,55 0,5 2,0 10 54,9 0,686
0,60 0,5 2,0 10 59,9 0,736
0,65 0,5 2,0 10 64,9 0,745
0,70 0,5 2,0 10 69,9 0,797
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Anexo 2 — Andlise estatistica dos experimentos de germinagéo

ASSISTAT Versao 7.7 beta (2014) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de A. S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG - Atualiz.01/04/2014

Arquivo EXP2_- Tukey_ Germinacao.txt
Data 01/12/2014 Hora 11:26:18

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F

Tratamentos 9 2.43600 0.27067  5.1284 **
Residuo 80 4.22222 0.05278

Total 89 6.65822

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns nao significativo (p >= .05)

Anexo 3 — Analise estatistica dos experimentos de inducao de calos a partir de

plantulas in vitro: formagéo de calos

ASSISTAT Verséo 7.7 beta (2014) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de A. S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG - Atualiz.27/09/2014

Arquivo analiseexp2setembro.txt Data 06/11/2014 Hora 14:00:49

EXPERIMENTO FATORIAL
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QUADRO DE ANALISE

FV GL SQ QM F

Fatorl(F1) 2 3.92424 1.96212 1.8872 ns
Fator2(F2) 1 0.48485 0.48485 0.4663 ns
Int. F1xF2 2 2.56061 1.28030 1.2314 ns
Tratamentos 5 6.96970 1.39394 1.3407 ns

Residuo 126 131.00000 1.03968

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns nao significativo (p >= .05)



49

Anexo 4 — Andlise estatistica da contaminacgéo das plantas do campo

ASSISTAT Versao 7.7 beta (2015) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de A. S. e Silva - UFCG-Brasil - Atualiz. 01/04/2015

Arquivo tukey_cont_campo.txt Data 25/09/2015 Hora 10:56:22
EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE

Fator1(F1) 1 2.40000 2.40000 2.6182 ns
Fator2(F2) 1 317.40000 317.40000 346.2545 **
Int. F1xF2 1 3.26667 3.26667 3.5636 ns
Tratamentos 3 323.06667 107.68889 117.4788 **
Residuo 56 51.33333 0.91667

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)




