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RESUMO

SOARES, Bianka de OliveirdMicropropagacédo e avaliacdo da potencialidade genitica
de Petiveria alliaceal.. 2011. 87 f. Dissertacao (Mestrado em Biologggetal) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidanl&stado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011.

Petiveria alliaceal. € uma planta pertencente a familia Phytola@mceonhecida
popularmente no pais como guiné, erva-de-alho,-tggvaou amansa-senhor. Nativa da
Regido Amazénica tem sido cultivada em muitas amegscais com propdésito medicinal ou
ritualistico. O objetivo desse trabalho foi (i) esénvolvimento e a multiplicacdo de plantas
deP. alliaceal. através de métodos de cultura de tecidos, atatamento fitoquimico das
culturas, e (ii) avaliacdo comparativa das potdidcides genotdxica e antigenotoxica entre
plantas coletadas no campo e produzithawitro. Exemplares de diferentes populacfes
ocorrentes no estado do Rio de Janeiro foram adiig como matrizes para a cultura. Foi
estabelecido um protocolo para multiplicacdo dasitps em meio MS suplementado com
BAP e ANA em diferentes concentracdes e combinacdas forneceu como melhor
resultado em média 8 plantas por explante na ctrag@o de BAP 4,4 uM + ANA 0,54 uM.

A andlise fitoquimica foi baseada em métodos crogréficos de diferentes extratos de
plantas de campo e plantas vitro das populacbes estudadas resultando em diferentes
substancias identificadas nas amostras analisaag@matografia em camada delgada. Os
extratos foram também avaliados por cromatogradisoga acoplada & espectrometria de
massas, sendo identificadas diferentes substarené® as quais o dibenzil dissulfeto, um
produto de degradacéo de tiosulfinatos com imptataatividades biologicas na defesa das
plantas. Os extratos aquosos das plantas de cardpguelas estabelecidas vitro foram
submetidos a avaliacdo da potencialidade genotéeiantigenotdxica, usando-se como
modelo o DNA plasmidial pUC 9.1. Os resultados destaram que as concentragdes
utilizadas do extrato aquoso foram capazes de indliegracdes na conformacao estrutural do
DNA, indicando a ocorréncia de quebras simples gladunesta molécula. Observou-se
também que as lesdes aumentaram, proporcionalnaeni@umento da concentracdo dos
extratos, caracterizando-se, assim, um efeito cesmosta. Os dados também apontaram para
um efeito protetor do extrato aquoso, em relac&odamos oxidativos causados pelo cloreto
estanoso, indicando, também, uma potencialidadgesmotoxica do extrato aquoso.

Palavras-chave: Guiné. Phytolaccacea. Dibenziutieds. Cromatografia gasosa. Potencial
antigenotoxico. Antioxidante.



ABSTRACT

Petiveria alliacea L. popularly known in Brazil &uiné”, “Amansa-senhor” or
“Tipi” belongs to the Phytolaccaceae family. Natirvem the Amazon region, it has been
cultivated in many tropical areas for medicinalribwalistic purposes. The aim of this study
was: i) the development and multiplication of ptaof P. alliacea L. through tissue culture
methods as well as monitoring phytochemical cu#uré) comparative assessment of
genotoxic and antigenotoxic potentialities betwéeld collected and in vitro grown plants.
Specimens from different populations occurringhe state of Rio de Janeiro were used as
matrices for the culture. It was established a qmuit for propagation in MS medium
supplemented with different BAP + ANA concentrasand combinations whose best result
(BAP 4,4 uM + ANA 0,54 uM) provided 8 plants pempéant in average. The phytochemical
analysis was based on chromatographic methoddgfefett extracts both of field and in vitro
plant populations resulting in different substanddentified through the Thin-layer
chromatography analyzing samples. The extracts alseassayed by cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas having i@ehtifarious substances, including the
dibenzyl disulfide, a degradation tiosulfinato’soguct with important function in plant
defense and increasing use by the pharmaceutidasiry. Field and in vitro plant aqueous
extracts were evaluated for genotoxic and antigeaotpotentialities using PUC 9.1 plasmid
DNA. These results showed changes in the DNA sirattconformation indicating the
occurrence of single and double strand breaks edlby the extracts in a dose-response way.
Finally, data also pointed to a protective effetqueous extract against stannous chloride

oxidative damage, characterizing an antigenotoatentiality of aqueous extract.

Keywords: Guinea. Phytolaccacea. Dibenzyl disulfi@as chromatography. Antigenotoxic
potential. Antioxidant.
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INTRODUCAO

O Brasil € um pais rico em diversidade biolégiey territério possuindo cinco biomas
principais: Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atén Pantanal e Caatinga. As regides do
Cerrado, Amazonia e Mata Atlantica, especificamesd® consideradas comhotspotsde
biodiversidade", ou seja, ambientes onde existadgraoncentracdo de espécies endémicas,
que estdo desaparecendo devido a perda do seati®MERSet al, 2000). Essas regides
representam reservatorios importantes de subssamgaorigem vegetal (SOUSAt al,
2008). Essas substancias sao sintetizadas em taespodiferentes estimulos, sejam de
natureza fisica, quimica ou bioldgica. Muitos fasortais como tipo do solo, umidade,
intensidade e tipo de radiacdo luminosa, tempexratuaté a poluicdo atmosférica, podem
interferir na composicdo quimica dos vegetais. Athsso, ocorrem adaptacdes coevolutivas
complexas, entre plantas, animais e microrganigmesentes em um ecossistema (ALVES,
2001). Essas substancias sédo produzidas durameetabolismo secundario por diferentes
vias que originam produtos de baixo peso molecdar, quantidades variaveis, as vezes
muito baixas. Além disso, também sao sintetizaddostancias complexas que atuam na
defesa das plantas contra seus predadores e pagog&ngrande diversidade quimica
observada entre os metabdlitos secundarios podexpéicada, em parte, pela fixacdo da

planta ao solo, impossibilitando que esta evitgagiies ambientais adversas.
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1.1 Plantas Medicinais

Os metabdlitos secundarios se classificam a mhasidiferentes vias biossintéticas. A rota
da via biossintética que da origem aos metabdtitmsarios, essenciais para a vida da planta,
fornece moléculas importantes para a sintese tisde metabdlitos secundarios.

Atualmente a classificacdo mais aceita de metaisobecundarios ou especiais se
baseia nas diferentes vias biossintéticas, quelaeisnam com as rotas responsaveis pela
sintese de metabdlitos essenciais, conhecidos poimarios, de onde saem 0S precussores
para a sintese de metabdlitos secundérios. Partindmetabolismo da glicose, através de
alguns intermediarios principais, forma-se o adhliojuimico, precursor de varios substancias
fendlicas e alguns aminoacidos aromaticos que nangi alcaloides. Outra via metabolica
forma o acido mevalbnico, precursor de acidos gratavpendides e esterdides. Além dessas,
varios aminodacidos serdo precurssores de substamiteogenadas, incluindo alguns
alcaléides que podem ser formados por vias difesef@ASTRCet al, 2001, SIMOES:t al,
2007).

Os metabdlitos secundarios também podem ser dosdiidaticamente em trés grandes
grupos: terpenos, substancias fendlicas e nitraigsngue englobam moléculas de natureza
quimica diversificada como: acidos graxos e setesess hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos,
cetonas, compostos acetilénicos, flavonoides, dnamr alcaldides e outras substancias
nitrogenadas (TAIZ; ZAIGER, 2004).

Terpenos sdo metabdlitos geralmente volateis, queplanta estdo envolvidos com
diversas respostas de defesa, principalmente coestaesses bidticos. Assim, 0s
monoterpenos sao constituintes dos oleos volatgsauam como feromonios para atrair
insetos polinizadores; os sesquiterpenos, em gapagsentam funcdes protetoras contra
fungos e bactérias, e muitos diterpenos dao ore@srhormdnios de crescimento vegetal. Os
triterpenos e seus derivados, que incluem os édsrdapresentam uma gama de fungdes em
animais e plantas, como, por exemplo, protecaora@onérbivoros, na germinacdo das
sementes e na inibicdo do crescimento da raiz (BERELO).

Substancias fendlicas incluem varias substanciasuetura simples, como acido galico,
ou macromoléculas de estrutura complexa, comonigyei tanino. Alguns fenilpropandides
constituem fotorreceptores capazes de desencadespostas importantes para o0
desenvolvimento vegetal, como as guias de neagaecfluorescem sob radiacéo ultravioleta
(UV) facilitando o caminho dos insetos polinizadordlém desses, flavondides como as

antocianinas sao pigmentos responsaveis por umdeaykeariedade de cores nos vegetais, que
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vao do vermelho-alaranjado, ao vermelho vivo, rexazul. S&o encontradas na forma de
glicosidios facilmente hidrolisados por aguecimesrtomeio acido, resultando em acgucares e
agliconas, denominadas antocianidinas. Essas sglzalesempenham um papel importante
na protecdo das estruturas vegetais contra a &dldy, reduzindo a producdo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (ERO). Atlgrantocianinas, as flavonas e flavondis
também atuam na defesa do vegetal contra acaalideda ultravioleta B (UVB) (SIMOES,
2007).

Dentre as substancias nitrogenadas, os glicosaosotai tioglicosideos ja foram descritos
em 16 familias de espécies vegetais, existindo, peinos, 120 tipos diferentes identificados
em plantas. Uma grande parte das espécies qudizsinteestas substancias pertence aos
géneros Brassicaceae, Caricaceae, Capparaceaace#ICASTRO; ANJOS, 2008).

Muitos dos beneficios proporcionados a saude pamla e espécies relacionadas sao
atribuidos aos compostos organosulfurados, os ghagam a compor de 1-5% do peso seco
total de bulbos maduros. A acdo da enzima alineabeesos sulfoxidos de cisteina forma
substancias volateis como tiosulfinatos, tiosulfosgmono-, di- e tri-sulfetos). A gama de
propriedades funcionais atribuidas aos sulfoxidescidteina e seus derivados incluem:
propriedades anticarcinogénicas, atividade argim#toria e efeitos antibidticos, entre outros
(CARVALHO; MACHADO, 2010). Os tioglicosideos encoamtos nessas familias séo
compostos com sabor picante caracteristico, musgadas na inddstria alimenticia
(DAXENBICHLER et al, 1991). No vegetal, essas substancias ficam a&madas dentro dos
plastos, onde foram sintetizadas, sendo liberadasdp ha lesdo celular. Nesse processo,
entram em contato com enzimas tioglicosidases, alanente compartimentalizadas em
vacuolos. A hidrolise dos tioglicosideos origina&enisotiocianatos, compostos volateis com
acOes repelentes, que, por sua vez também sofesrsfdrmacdes quimicas subsequentes,
gerando grande variedade de substancias, que tamapésentam atividades biologicas
importantes e tém sido implicados em uma varieddglanecanismos anticarcinogénicos
(LANCASTER; COLLIN, 1981).

A histéria da civilizacdo demonstra que, enquantschva alimento para sua
sobrevivéncia, a humanidade foi descobrindo asrigagdes curativas ou toxicas das plantas
(ALVES, 2001). Esse conhecimento acumulado permitdesenvolvimento da farmacologia

como ciéncia.
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Atualmente, as possibilidades de isolamento ezatiio de metabdlitos secundarios
para fins terapéuticos promoveram as plantas anporiante patamar na medicina mundial.
Muitos paises ja legalizaram essas substanciasorlrecem seu uso tradicional. A utilizacdo
popular de plantas como fitoterapicos é direcionmta o tratamento de varias enfermidades,
desde infec¢cdes causadas por microrganismos patogéamé o cancer. Além do uso na
medicina popular, as plantas medicinais sdo impt$ana producdo de farmacos como
emetina, vincristina, colchicina, rutina, e a cadamento, novas moléculas bioativas sé&o
incluidas na literatura (FOGLIEX al, 2006).

Nos ultimos anos a procura por plantas para uw#éigacomo medicamento vem
aumentando e as industrias farmacéuticas motivadasjpalmente pela abundancia vegetal
e baixo custo, investem mais nas pesquisas de fi@voacos (SOUSAt al, 2008).

A etnofarmacologia é a ciéncia que procura enteadaiverso dos recursos naturais
utilizados como drogas pelos seres humanos (RODE&sEt al, 2003). Estudos de
etnofarmacologia tém demonstrado que muitas espééam utilizadas sem nenhum respaldo
cientifico quanto a eficacia e seguranca. Um dogipais problemas na producéo de plantas
medicinais € a sua contaminacdo por microrganisneryas e ovos de artrépodes,
responsaveis pela baixa qualidade fitossanitarafittmerapicos comercializados atualmente
(MELO et al, 2004; NASCIMENTOet al., 2005). Além disso, muitos destes produtos néo
sao identificados corretamente, sendo comuns a3s s espécies comercializadas com
nomes incorretos devido as dificuldades técnicaa entificacdo taxonémica de materiais
coletados no campo (SILVA; PEIXOTO, 2009). Prodesode fitoterapicos tém muitas
dificuldades para obter material botanico, idecdifio corretamente e sem a presenca de
contaminantes, pois, produtores de mudas certdgeaginda ndo estdo disponiveis, em
namero suficiente, para atender ao mercado (MUREAXENA, 2001; KNEIFELet al,
2002).
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Outro problema comumente enfrentado por produ®rgse plantas de mesma espécie
podem produzir compostos quimicos diferentes, pojpulacdes distintas estdo sujeitas a
fatores ambientais variaveis como a sazonalidadeondi¢cdes de cultivo, que podem alterar
qualitativamente ou quantitativamente a producametabdlitos secundarios (BOURGAUD
et al, 2001).

Técnicas biotecnoldgicas de producdo vegetal, daseam cultura de tecidos, tém sido
propostas e tém permitido a liberagcdo de muitamdéaos novos no mercado (TRIPATHI;
TRIPATHI, 2003; VANISREEet al, 2004). A cultura de tecidos vegetais possibidita
multiplicacdo de plantas em condi¢fes fitossamisarileais, disponibilizando matéria-prima
para a exploracdo de metabdlitos de forma conténlmogénea, em estado fisiologico
uniforme e independente da influéncia de fatorediamiais, sazonais e geograficos
(VANISREE et al, 2004). A biotecnologia, portanto, aumenta asgestivas de conservagao
e exploracdo econ6mica dessas espécies com aijidadé de fornecimento de material

botanico para a industria de fitotergpicos.

1.2 Petiveria alliaceal.

Petiveria alliaceaL. € uma planta pertencente a familia Phytolaa@®ceonhecida
popularmente no pais como guiné, erva-de-alho, -tggva ou amansa-senhor
(MARCHIORETTO, 1989) (Figura 1). Nativa da Regidamazonica tem sido cultivada em
muitas areas tropicais com propésito medicinalitualistico (GIRONet al, 1991; PONTE
et al, 1996; CANO; VOLPATO, 2004)0 nome "amansa-senhor" foi cunhado pelos
escravos, que costumavam adicionar as raizes rdasees alimento consumido por seus

senhores, 0 que provocava superexcitacao, ins@iecmacoes, muitas vezes seguidas po
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convulsdes e morte. Atualmente, as folhas sédo angpite empregadas em rituais religiosos,
em banhos e na producao de defumadores (CASTELRBABE). Na cidade do Rio de Janeiro
é comercializada em mercados e feiras livres, semdtw utilizada nos cultos afro-brasileiros

(AZEVEDO; SILVA, 2006; CHRISTGCet al, 2006).

Figura 1 -Petiveria alliaceal., aspecto geral da planta
com influorescéncia terminais.
Foto:http://www.goldenline.pl/forum/lek-
roslinny/649050

A familia Phytolaccaceae € considerada a maisaua@prdem Caryophyllales e se
divide em seis subfamilias (CRONQUIST, 1981). Hasailia possui 18 géneros e cerca de
65 espécies distribuidas, principalmente, na regéuairopical (UDULUTSCHet al, 2007).

No Brasil ocorrem 8 géneros e 22 espécies (MARCHAIDRD, 2010). Os representantes
dessa familia, entre os quais se influialliaceg constituem plantas herbaceas e arbustivas,
raramente arvores (CRONQUIST, 1988; JOLY, 1998)esenvolvem-se, preferencialmente,
em locais sub-umidos e sombreados (MARCHIORETT@919



24

1.2.1 Caracteristicas taxondmicas

Na familia Phytolaccaceae, o género Petiveria éotifuino, sendo representado por
individuos de habito herbaceo a subarbustivo, conie fodor aliaceoO tipus utilizado na
descricdo da espécie foi coletado na Jamaica (LIEM®, 1753), porém, segundo
Marchioretto (2010), pode ser encontrada em estadioral nos estados do Acre, Parang,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul e em estadspuiitdneo em praticamente todo o pais.

1.2.2. Morfo-fisiologia

Petiveria alliacea pode alcancar até um metro de altura (CAD, 2003) e
morfologicamente caracteriza-se por seus ramo®<srédlhas lisas, alternas, elipticas e
minusculas flores brancas em inflorescéncias teisi(JOLY, 1957; CRONQUIST, 1988)
(Figura 1). A floracdo e frutificacdo ocorrem, mipalmente, de dezembro a abril
(HATSCHBACH; GUIMARAES, 1973), sendo a disperséoseenentes realizada pelo vento
ou por passaros (LORENZI, 1992).

Apesar de varios estudos revelarem as proprisdadslicinais desta espécie, ha
poucos trabalhos com informacdes sobre a orgamizegt@iutural da parte aérea (DUARTE;
LOPES, 2005). Um estudo anatdmico recente foizadt com objetivo de contribuir com
parametros para o controle de qualidade do mateoi@inico obtido no campo. Os autores
concluiram que a presenca de fitélitos com inclssbmerais, na parte aérea da planta, pode
ser um parametro de avaliagdo de drogas vegetaisantenham materiais provenientes de
folhas e caule dBe. alliacea(ROCHA et al, 2006).

P. alliaceando se encontra em situacdo de ameaca no camaptérh ndo apresenta
dificuldades naturais para sua propagacao. Entoetanuitos fatores, entre os quais as
condi¢cdes ambientais e o periodo da colheita, poalésnar drasticamente a producdo de
metabolitos em plantas cultivadas no campo, cawsaadacdes na expressdo do potencial
genético. Além disso, como ja analisado anterioteebserva-se uma procura crescente por
plantas com propriedades medicinais e 0 aumentxulativismo pode causar diminui¢cdo de
populacdes que eventualmente contenham gendtiposide interesse. O uso de métodos de
cultura de tecidos possibilitara a multiplicacdoga@edtipos especificos, sem a influéncia de

fatores ambientais na producdo das substanciavbiwa
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1.3 Cultura de Tecidos Vegetais

A cultura de tecidos vegetais é definida por umjutio de técnicas que utilizam um
explante (pequeno fragmento isolado da planta)ulado em meio nutritivo, sendo esse
material incubado em condicbes assépticas, sobigimsd controladas de luminosidade e
temperatura. Dentre essas técnicas, a micropropagessibilita altas taxas de multiplicacao
(SOUZA, 2006).

A micropropagacdo consiste na obtencdo e multigicade plantas, permitindo a
clonagem de varias espécies. Durante o desenvaitamecorre a formacdo de um grande
namero de plantas sadias e geneticamente unifoemesyrto periodo de tempo. Essa técnica
permite a propagacdo comercial e industrial detagrfacilitando também o melhoramento
genético, o manejo, O intercambio e a conservac@o gdérmoplasma. Além da
micropropagacao, culturas de oOrgaos ou embridesitsma tém se mostrado sistemas
interessantes para a producéo especifica de miébabéin algumas espécies (CARVALHO;
VIDAL, 2003). Também por meio das técnicas de caltle tecidos, a obtencéo de plantas a
partir de meristemas permite a obtencdo de matenialde virus, células isoladas ou massa
de tecidos desdiferenciados (calo), facilitandor@p@gacdo e selecéo in vitro de plantas
resistentes a condi¢des adversas (CARVALHO; VID2003).

A totipoténcia das células vegetais se expreasaaés de diferentes vias de regeneracéo.
O processo regenerativo pode ser alcancado pomwdsdggnento ou multiplicacdo de
meristemas pré-existentes e a multiplicacdo podeolséda a partir de apices caulinares,
radiculares, ou segmentos nodais (GEORGE, 2008). n@¥sistemas s&o tecidos
indiferenciados de uma planta jovem, das quais s1g¢dulas se originam (RAVERt al,
2001). As outras vias de regeneragdo sao a orgaicagé a embriogénica, que podem
ocorrer de forma direta, dando origem a Orgaos ennlarides diretamente dos tecidos, ou de
forma indireta, passando pela fase de calo, quealseteriza por um grupo, ou massa de
células com crescimento desordenado, que pode eapaescerto grau de diferenciacdo
(CARVALHO; VIDAL, 2003; SOUZA, 2006).
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P. alliaceal. foi propagadan vitro, anteriormente, por meio da cultura de segmentos
nodais, gerando plantas com as mesmas caractsistenotipicas da planta matriz
(CASTELLAR, 2006). Os componentes volateis e Olessenciais mostraram diferencas
qualitativas e quantitativas entre as estruturgetegs de plantas vitro e ex vitro, indicando
que as metodologias da culturavitro afetaram a producdo de metabdlitos secundérios,
constituindo uma ferramenta Gtil para a modulag@substancias de interesse farmacologico
(CASTELLAR, 2006).

Para aprofundar e dar continuidade a esses estestestrabalho foi desenvolvido para
aumentar a producdo de plantas, visando a produgédlise de substancias bioativas nesses

sistemas.

1.4 Estudos fitoquimicos

Varios métodos de analise podem ser utilizados esttados comparativos do perfil
fitoquimico de plantas produzidas em cultura commedrizes de campo, sendo 0s mais
utilizados séo baseados em técnicas cromatograffcasomatografia € uma técnica de
separacdo de misturas e identificacdo de seus cmnfEs. Existem varias técnicas de
cromatografia, todas se baseiam em uma fase mawehdase estacionéria. A cromatografia
em camada fina ou delgada (TLC) €, fundamentalmamemétodo fisico-quimico bastante
simples de separagdo dos componentes de uma miguagode ser aplicado a amostras
muito pequenas (1-100 ug), e se realiza por medisiabuicdo do material entre duas fases
em intimo contato. Uma das fases permanece eséaicic@nquanto a outra se move atraves
dela. Durante a passagem da fase movel pela esideioos componentes do extrato em
estudo se distribuem entre elas, de tal forma cqaga awxim dos componentes é retido
seletivamente na fase estacionéaria, de acordo canmgior ou menor interacéo, resultando

em migracdes diferenciadas (DEGANI, 1998).

A cromatografia gasosa ou liquido/gasosa foi inteida em 1952 por James e Martin
(JAMES, 1952; JAMES; MARTIN, 1952 a, b). Na décatta 80, a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG MS) songe técnica analitica para a deteccéo e
quantificacdo de EAA (Esteréides Androgénicos Atiabé) em programas de controle da
dopagem no esporte (VAN DE KERKH@f al, 2000). Sua operacgédo basica € a volatilizagdo
e a transferéncia das amostras para uma colunaatrgrafica, através de uma interface

aquecida chamada de injetor. A coluna cromatogratambém € aquecida de forma
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controlada e, para que ocorra a movimentacdo dateandentro da coluna, usa-se um gas
inerte (podendo ser o hélio ou nitrogénio), quéa@ntado de gas de arraste, fazendo o papel
da fase movel (KITSONet al, 1996). A aplicacdo desta técnica € ampla, centsuh

principal limitacdo deve-se ao fato de que as am®skevem ser volateis para as condi¢des de

anélise.

O método de cromatografia em fase gasosa € rapidoextremamente sensivel,
podendo detectar de nanogramas a picogramas dstrstibs presentes. O uso dessa técnica
requer a disponibilidade de bancos de dados queerdmeim os valores dos tempos de

retencao e/ou os espectros de massa para comparasalados obtidos (BROCHINI, 1998).

1.4.1 Diversidade guimica da espécie

A analise fitoquimica d@etiveria alliaceaja foi amplamente estudada, o que pode ser
constatado pelos inimeros registros, encontradoktanatura, sobre a variedade quimica
produzida pelo metabolismo secundario dessa espédagraizes encontram-se substancias
como benzaldeido, dibenzil dissulfeto, cis-e trstilbeno, dibenzil trissulfeto e cumarina
(KUBEC, 2003; DE SOUZA, 1990), em suas folhas fordemtificados flavonéides como 6-
C-formil e 6-C-hidroximetil, além de outros compmstcomo glicosideos saponinicos,
triterpenos, isoarborinol, isoarboriol acetato,arbmrinol cinamato, esterdides, alcaldides e
tanino (DE SOUZA, 1990; DELLE-MONACHE, 1992, 1996).

A andlise dos componentes volateis permitiu a ifleamtdo de compostos sulfurados,
indicados na literatura como responsaveis pelo ameralho, caracteristico dessa espécie. As
caracteristicas de sabores e odores, bem como lo aspectro de atividades terapéuticas do
alho, cebola e espécies relacionadas também s@mwidds a compostos sulfurosos
(RAMIREZ, 2003). Entre essas substancias, o diberigsulfeto (DTS) é considerado o
principal produto lipofilico da espécie (DE SOUSA990) e apresenta propriedades
neurotoxicas e citostaticas (ROSNERal, 2001). Em um programa de selecdo de plantas
realizado na Universidade de lllinois em Chicag@liando mais de 1.400 extratos de plantas
como terapias potencialmente inovadoras para &pgée e tratamento do canderalliacea
foi uma das 34 plantas promissoras identificadasociendo atividade antineoplasica (Taylor,
2005).
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A sintese de DTS e outros produtos relacionadasspécie ja foi elucidada como sendo
um produto do metabolismo da cisteina. Os tecidosaid dessa espécie sao particularmente
ricos em sulfoxidos de cisteina, denominados petiae, e os produtos derivados desses
sulfoxidos (por ex., dibenzil sulfetos, benzaldeidathiolaniacina, estilbenos, benzil
mercaptana, acido benzdico), ndo estdo presensetecido intactos de P. alliacea. De fato,
estes compostos sdo produtos da degradacgao déretes, que surgem pela acao de uma C-
S liase em sulfoxidos de cisteina, por substituigdaenxofre, apds o rompimento tecidual
(KUBEC et al,, 2002).

Em relagdo ao mecanismo de acdo do DTS isoladB. ddliaceal, foi determinado
tratar-se de uma proteina quinase, ativada porgemtis extracelulares, que desencadeia a
transducdo de sinal e a alteracdo da expressacag@&ibenzil trissulfeto e seus derivados
apresentaram atividade citotoxica potente sobre vasta gama de linhagens de células

cancerosas, impedindo sua proliferagéo (WILLIABtSL, 2007).

1.5Estudos etnofarmacologicos

P. alliaceal. tem sido tradicionalmente usada na medicinaulaopdevido a diversas
atividades farmacoldgicas, muitas comprovadas ifimarhente, nos ultimos anos. Foram
descritas as seguintes atividades: repelente (JOHNS al, 1997), biocida (PEREZ, 2002);
narcética (ZOGHBI et al, 2002), abortiva (FENGet al, 1964; OLUWOLE &
BOLARINWA, 1998), afrodisiaca, depurativa, diuréiiexpectorante (CLOSAL al, 1997),
nematicida (PONTEet al, 1996), acaricida (JOHNSOMt al, 1997), antiofidica,
antiinflamatéria (SERTIEet al, 1995 a e b), anticoagulante (VILLARt al, 1997),
analgésica (DI STASI, 1988; DELIMAt al, 1991; LOPES-MARTINSet al, 2002) e
antimitotica (MALLPEZZl et al, 1994). Além dessas, foi também descrito um atonéa
atividade de células killer (QUEIRO&t al, 2000) e uma acgao especifica contra diferentes
agentes patogénicos, incluin@ioypanossoma crufCACERESet al, 1998; BERGERt al,
1998), virus da diarréia bovina (BVDV) (RUFF& al, 2002) eListeria monocytogenes
(QUADROS et al, 1999; QUEIROZet al, 2000). Entre as atividades especificas, 0 uso
popular com base em pesquisa etnobotanica sugebe&na uma acdo anti-malarica (RUFFA
et al, 2002; CARABALLOet al, 2004).
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1.5.1 Potencialidade genotéxica/antigenotoxica

As pesquisas sobre os efeitos biologicoPdealliaceatém despertado grande interesse
pelas substancias presentes nesta espécie, pataragéutico e profilatico. Paralelamente,
existe uma caréncia de estudos sobre a acédo espeldéses materiais ao nivel do genoma.
Hoyos e colaboradores (1992) relataram uma atieidgghotéxica moderada, com base em
alteracdes citogenéticas, utilizando ouricos-do-omano modelo. Embora estudos recentes
descrevam uma atividade antioxidante bem definata @lguns componentes dos extratos
(OKADA et al, 2008), nao foram encontrados relatos de efaitigenotoxicos na literatura

consultada.

Apesar de nenhum medicamento produzido a partir eddsatos ou estruturas de
alliacea ter sido liberado até o presente pela Agéncia ggdvicia Sanitaria (ANVISA)
(CASTELLAR, 2006), o extrato bruto dessa espédienfduido no Programa de Pesquisas de
Plantas Medicinais da Central de Medicamentos (Bvéisistério da Saude, 2006). O ensaio
clinico objetivando avaliar o efeito analgésicootid preparado com as raizes, em portadores
de osteoartrose, demonstrou que os pacientes afmesa melhora significativa, apos a

administracédo do cha.

O estudo dos efeitos de extratos vegetais requaravaliacdo da toxicidez, ao nivel do
genoma, e modelos usando DNA plasmidial tém seradistmuito Uteis nas avaliacdes de
efeitos causados no DNA por diversos agentes qasricfisicos. Nessa linha, uma das
metodologias disponiveis para avaliar a poten@dkdgenotoxica dos extratos pode ser
através da comparacao do perfil eletroforético mestras de DNA plasmidial tratadas, ou
nao, com o extrato vegetal em estudo. Neste gasmdo o0 extrato é capaz de induzir lesdes
do tipo quebra (simples ou dupla), a conformac&uitesal do plasmidio se altera, resultando
em perfil eletroforético diferente daquele prodozighelo DNA integro, na forma
superhelicoidizada (DE MATTO& al, 2004).

A facilidade de separacao de diferentes confornsag8euturais de DNA plasmidial por
eletroforese também permite o estudo da potenadgicntigenotoxica (DE MATTO& al,
2000). Nesse modelo, o DNA plasmidial € previaménateado com um agente quimico capaz
de promover danos oxidativos, o que causa lesfesuraveis. O tratamento concomitante
do plasmideo com extratos vegetais pode promoverpmtecdo contra as lesdes oxidativas
causadas pelo agente oxidante. Esses experimergositgm a determinacdo da
potencialidade antigenotoxica, e indicam, de forindireta, uma possivel atividade

antioxidante do extrato em estudo.
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Os estudos sobre a potencialidade genotéxica egénita, propostos neste trabalho,
poderdo constituir um dos pré-requisitos para ardi@do de substancias extraidas dessa
espécie para utilizacado terapéutica. Além disssgsedestes poderdo contribuir para o
monitoramento de plantas produzidas em cultura ededds, como parte dos controles
exigidos pelo Ministério da Agricultura para a dexa¢do das mudas, visando o suprimento

da industria de fitoterapicos e fitofarmacos.
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2 OBJETIVO
2.1 0ODbjetivo geral

O objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento mdtiplicacdo de plantas de.
alliacea L. através de métodos de cultura de tecidos, camitoramento fitoquimico, e
avaliacdo comparativa da potencialidade genotéxiaatigenotoxica de plantas coletadas no

campo e produzidas vitro.

Para atingir esse objetivo geral o trabalho foiidido em etapas, com o0s seguintes

objetivos especificos:

2.2 Objetivos especificos

» Estabelecimento e multiplicacdo das culturawitro a partir de exemplares das

populacdes estudadas.

» Avaliagéo fitoquimica comparativa entre as os e¢agrale plantas de campo e de
plantasin vitro das populacdes estudadas.

* Investigacdo da potencialidade genotdxica e antigeita de extratos de plantas

de campo e plantas produzidawitro das populacdes estudadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

3.1.1 Origem

Foram utilizadas plantas matrizes de diferentegenos, de forma a representar a
variabilidade genética da espécie. As plantas fodoadas a partir de propriedades
particulares localizadas em Magé (GPS°62232.18’S e 4312'22.26"0 elev 13 m),
Marechal Hermes (GPS Z21'24.46"S e 432'13.75"0 elev 17 m) e Niter6i (GPS:
22°53'55.95"S e 4305’09.37"0 elev 54 m), além de exemplares obtidoddorto Botanico
da UERJ (Vila Isabel - GPS: Z24'57.57"S e 4314'18.54"0 elev 22m). As plantas foram
envasadas e mantidas no telado do Nucleo de Batega Vegetal da UERJ, sendo

utilizadas como doadoras de explantes para a auttwitro (Figura 2).

Alternativamente, plantasn vitro, cedidas pela Prbf Aparecida Cristina Moura
(Departamento de Biologia Celular da UniversidadeEstado do Rio de Janeiro) (HRJ
10.371) e mantidas sob condi¢cdes de crescimemnm @dir cinco anos, foram utilizadas como

doadoras de explantes para os experimentos ineessabelecimento dos padrdes.



Figura 2 - Aspecto fenotipico das plantas Rlealliacea

proveniente de diferentes regides do estado do drio
Janeiro.

Legenda: A — Niter6i, B — Magé, C — Vila Isabel e-D
Marechal Hermes. Barra = 1 cm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares.
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3.1.2 Classificacéo:

A identificacdo foi realizada em colaboragdo conDio Alexandre Gabriel Christo
(Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio aleeilo), com base nas caracteristicas
morfologicas e reprodutivas, utilizando exemplatdes cada amostra coletada, que foram
depositados no Herbario do Rio de Janeiro (HRJ) a®lbegistros: Magé (HRJ 11.131),
Marechal Hermes (HRJ 11.711), Niter6i (HRJ 11.H0)la Isabel (HRJ 11.618).

3.2 Cultura de tecidos vegetais

3.2.1 Descontaminacdo

Inicialmente, visando o estabelecimento das cudt@argartir das plantas selecionadas,
véarios protocolos de descontaminacédo previametdbeadscidos foram aplicados, utilizando-
se diferentes substancias quimicas (NaOCI, Hd&inlate®, PV Oral, Rifaldin, Agrimicin&

e Etanol 70 %), variando-se a concentracdo e odemepexposicdo dos antimicrobianos
(Soares, 2010). Foram utilizados explantes de seg®aodais, independentemente de sua
posicdo na planta matriz. Apds a excisdo, os atggdoram lavados com detergente 3 vezes
e transferidos para solu¢cdes contendo NaOCI 0,50%2pminutos, Etanol 70 % por 2
minutos, Benlaf® a 1% por 15 minutos, sendo entdo tratados com ifevemtes
antimicrobianos testados. A seguir, os explantesniotransferidos para o fluxo laminar e
lavados 3 vezes com agua deionizada estéril, samdo inoculados em meio MS (Murashige
& Skoog, 1962), sem reguladores de crescimento jMS&plementado com Benl&t®,04

g/L e Agrimicina® 300 mg/L (Molineet al, 2005). O pH foi ajustado para 5.8 antes da
esterilizagdo, em autoclave (15 minutos a°C24& 1 atm.). As amostras consistiram de 10
explantes por tratamento e os experimentos forgmeticos trés vezes para cada populacéo

estudada.
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3.2.2 Micropropagacao

A segquir, para o estabelecimento das culturas piasyéos explantes de segmentos nodais
(incluindo os apicais), de cada populacdo estudmtam inoculados em meio MS sem
reguladores de crescimento (MSO0). Essas culturaamfoincubadas em camaras de
crescimento, a temperatura de’@G82°C, com fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa
média de 46uM m? s?, fornecida por lampadas fluorescentes do tipodardria. Ap6s 30
dias, o crescimento foi avaliado pela frequénciarefgeneracdo dos segmentos nodais. O
enraizamento dos brotos foi avaliado ap6s a praneéiansferéncia para meio MSO

solidificado com agar a 0,7% e incubacdo nas céedidescritas anteriormente.

Visando aumentar a quantidade de partes aéreasesapaulinares de plantas
estabelecidas in vitro foram inoculados em meio Mi$plementado com diferentes
concentracdes e combinagdes de BAP (4,4 puM; 1382 22,19 uM) de ANA (0,54 uM,;
1,34 uM e 2,23). Essas culturas foram incubadasmessnas condi¢cdes descritas, sendo

avaliadas pelo numero de brotos formados por etglan

Os experimentos de multibrotacdo foram repetidés menos duas vezes, utilizando-
se grupos de dez explantes. A avaliacdo estatidisadados experimentais foi realizada
através da analise de variancia (ANOVA) e do tdsteomparacdo Turkey-Kramer, com o
auxilio do programa Graphpad InStat. Foram conades significativos os valores cord p
0,05, tendo sido adotado um intervalo de confiate;85%.

3.2.3 Aclimatizacao

Para a aclimatizacéo, as plantas com 8 cm de a#uapresentando raizes com mais de
lcm de comprimento, foram transferidas das cultypraisa vasos contendo Plantmax®.
Inicialmente, os vasos foram cobertos por filmestité transparente e a cada 3 dias foram
feitas aberturas para permitir a adaptacédo dasaglanreducdo da umidade relativa do ar. Os
vasos foram mantidos em telado coberto por Son®dten reducédo de 50% da luz solar e a
aclimatizacdo foi avaliada por comparacao visuah plantas matrizes, 30 dias apés a
retirada total da cobertura plastica. Todos os rxgatos foram realizados com amostras de
dez explantes, em duas repeticoes.
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3.3 Andlise fitoquimica comparativa

3.3.1 Preparo dos extratos

Extrato aquoso — foram preparados com folhas de plantas de cangangasin vitro
através de infusdo (aproximadamente 200g/L), apdsetacdo em estufa (60°C), sendo a
concentracdo determinada com base no peso sedolhas rasuradas foram preparadas em
agua deionizada a 100° C, concentracdo de 10 mg@ndrmazenada em erlenmeyer,
protegido da luz. A seguir, a infusdo foi mantida eepouso até atingir a temperatura
ambiente, sendo entdo filtrada com auxilio de pdeefiltro e funil de vidro e estocada a
baixa temperatura (- I).

Extrato etandlico - foi preparado com folhas e raizesRiiveria alliaceal., frescas,
de campo én vitro. O material vegetal foi rasurado com auxilio dmadhriz e pistilode
porcelana e imersas em alcool etilico P.A. (Vete@ntido em solucdo por trés dias, e, em
seguida, foi filtrado com auxilio de papel filtréVhatman A 1) e funil de vidro. Na
sequéncia, os extratos foram concentrados em eadgnortatorio sob pressao reduzida, com

leve aquecimento (até 40°C), e estocados em tetnpeembiente.

Extratos hexanico, etandlico, diclorometanico, meéliao, e acetato de etilaa foram
preparados com folhas de campo, sendo as folhasameéas solugdes, em temperatura
ambiente, e filtradas apds 24 horas com auxilipage! filtro e funil de vidro e estocadas a

baixa temperatura (- I).

3.3.2_Cromatografia em camada delgada (Thin-lalygmsatography - TLC)

Avaliacao fitoquimica preliminar das populacgées:

Os extratos aquosos das diferentes populagoPs aldiacea(10 mg/ml) juntamente com
os paddes utilizados (rutina, acido pirogalico,rgetna e acido clorogénico - Merck S.A.,
Brasil) foram aplicados em placas de TLC (3 x 8 dw)Silica gel 60 (Macherey-Nagel,
Alemanha), com auxilio de amostradores, a uma rdigtdde 1 cm da margem inferior,
marcada a lapis. Foram realizadas duas aplicagdeseemo ponto para fins de concentracao

da amostra e a placa foi seca a temperatura arabient
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A cromatografia foi realizada em cuba de vidro ctampa, a temperatura ambiente,
utilizando como fase mdvel a seguinte mistura deestes: butanol/ etanol/ agua/ acido
aceético (60:10:20:0,5 v/v). Para verificar a presede flavonoides, ao final da corrida, a
placa foi seca e revelada com o reagente NP:PEG @¢Rlo difenilbérico aminoetiléster —
“natural product” e PEG - polietileno glicol 40(. seguir, a placa foi aquecidaa estufa
(Estufa tipo 294, de Leo & Cia. Ltda., Brasil) p@rminutos a 105°C e imediatamente
revelada com NP:PEG - (NP) 0,5 g% em acetato d& #pos secar a frio, a placa foi
aspergida com (PEG) 5 g% em diclorometano e noviareguecida por 3 minutos a 105°C.
A fluorescéncia foi observada no comprimento deaathel 365 nm em camara de UV (365nm
e 254nm - Boitton— Pro-Analise, modelo BOIT-GAB@®rasil) e posteriormente as placas

foram fotografadas (Maquina fotografica digital $@S5C-H50, Sony, Bragil

Avaliacdo fitoquimica comparativa entre extratos edndlicos de plantas de campo e

plantasin vitro.

Os extratos etanolicos das diferentes populacod®. ddliaceaforam aplicados em
cromatoplacas de silica Whatman (10x10 cm), 250 ¢dvh indicador de fluorescéncia UV
de 254 nm. com auxilio de amostradores, a umandist de 1 cm da margem inferior,
marcada a lapis. Foram realizadas duas aplicagbeseemo ponto para fins de concentracao
da amostra e a placa foi seca a temperatura arabient

A cromatografia, com extratos etandlicos, foi desénda em cuba de vidro com
tampa, a temperatura ambiente, utilizando-se imeate, como fase movel, a seguinte
propor¢ao na mistura de solventes de eluicdo: aceéaetila (100); acetato de etila — metanol
(1:1); metanol (100).

Em testes posteriores, 0s extratos etanolicos fordimidos em 1 ml,
aproximadamente, de metanol e utilizados nas segupropor¢des nos sistemas de elui¢do:
metanol (100); diclorometano - metanol (25:75); anet — acetato de etila (75:25);
diclorometano — metanol (50:50); metanol — acetoetila (1:1); acetato de etila (100);
acetato de etila — metanol ( 75:25) e acetatoitde-eacetona — agua (25:5:2).

A revelacdo das cromatoplacas foi obtida com ésidftirico P.A. sob radiagdo UV.
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3.3.3_Cromatografia gasosa acoplada a espectrandetmassas (CGMS)

Os extratos do material produzido nas culturasnfotdilizados para a pesquisa e
quantificacdo de Dibenzil trissulfeto nas amostpas,comparacdo com o tempo de retencao
de DTS comercial (Sigma-Aldrich Chemical Co. (Milvkee, WI, USA) da curva padrao.

A andlise foi realizada por cromatografia gasosmplacia a espectrometria de massas
(GC MS). Diferentes extratos: etandlico, dicloroamito, hexanico, metandlico, e acetato de
etila, foram utilizados para se estabelecer o metinétodo para deteccédo de DTS (Dibenzil
trissulfeto). Os componentes volateis foram suldostia analise em cromatégrafo de fase
gasosa acoplado a um espectrometro de massas G@P&EL0 (Shimatzu, Japao), equipado
com coluna capilar RTX-5ms 30 m x 0,25 mm x Qu#% (Restek, USA). A programacéo do
forno foi iniciadaa 80°C com a taxa de 10 °C por minuto até 300 ?geecendo a esta
temperatura por 12 minutos. Empregou-se Hélio cgasode arraste, com vazao constante de
1,52 mL min', injecdo em modo split de 1:10 a 230 °C. A quiaiiio relativa dos
componentes foi determinada por detector de impatgtronico calibrado a 0,70 kV a
temperatura de 300 °C, modo TIC de aquisicdo cam de 0,50 segundos de 40 a 600 m/z.

3.4 Avaliacdo da potencialidade genotdxica/antigenotiva

3.4.1 Extracdo de DNA plasmidial

Culturas deéescherichia colDH5aF’1Q, utilizada como hospedeira do plasmideo pUC
9.1 foram cedidas pelo Laboratério de Radio e Rologia da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro. Esta cepa bacteriana apresentdigei@ficiente no geneec e proficiente
no gene de resisténcia a canamicina (Guetied, 2006). Além disso, o DNA plasmidial
pUC 9.1 possui 2695 pares de bases e apresergtémesa genética também a ampicilina
(Sambroolet al, 1989).

Com auxilio de alca de inoculacao, pequena quatgida cultura estoque em glicerol
foi semeada, por esgotamento, em meio de cultura lBroth (meio LB) solido, com
ampicilina a 50pg/mL e canamicina a 10ug/mL, e lacla overnight, a 3C, de modo a
obter coldnias isoladas. Uma dessas colonias fleciseada e com auxilio de alca de
inoculacédo foi repicada em meio LB liquido, com asma concentracdo de antibidticos
existente no meio sélido, incubada &B37por 16-18 horas, sob agitacdo (160 rpm), a #m d

se obter culturas na fase estacionaria de crestmen
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O DNA plasmidial pUC 9.1 foi extraido utilizanddt para extracdo plasmidial da
Invitek (Invisorb®Spin Plasmid Mini Two)A quantificacdo do DNA obtido foi realizada em
espectrofotdmetro, sob luz ultravioleta, com lgitam comprimento de onda de 260nm (uma
unidade de densidade otica, em 260nm, correspo@pigémL DNA). O DNA plasmidial

obtido, quando néo utilizado era estocado &G2por, no maximo, uma semana.

3.4.2 Tratamentos com 0s extratos aguosos

3.4.2.1 Avaliacéo do potencial genotdxico

Para avaliar a potencialidade genotoxica dos e@stratjuosos de. alliaceal., solucdes
contendo 100 ng de DNA plasmidial pUC 9.1 foramamlas com os extratos vegetais das

plantas de campo e plantasvitro das populacdes estudadas, em diferentes concaggrac

Inicialmente foram realizados experimentos prelam&s em que o DNA plasmidial foi
tratado com extratos de plantes vitro, mantidas ha 5 anos sob crescimento ativo. Em
seguida, utilizou-se diferentes concentracdes 8xfg/ml — 0,024 mg/ml — 0,012 mg/ml) de
extratos de plantas de campo (Niteroi) para congdardos perfis eletroforéticos e avaliacdo
dos efeitos induzidos.

Posteriormente, aliquotas da solucdo de DNA plaam{d00 ng) foram tratadas com
concentracdes crescentes do extrato aquoso adquose $,0 — 10,0 mg/mL) de. alliaceal.

in vitro ou de campo, provenientes das diferentes popdagiadadas.

3.4.2.2 Avaliacdo do potencial antigenotoxico

A potencialidade antigenotéxica dos extratos ageiasP. alliaceal. foi avaliada,
inicialmente, a partir de solugdes contendo 10de@®NA plasmidial pUC 9.1, tratadas com
cloreto estanoso a 1,11 mM (controle positivo)pm diferentes concentragdes (0,048 mg/ml
— 0,024 mg/ml — 0,012 mg/ml) dos extratos vegedais plantas de campo (Niterdi) e das

plantas mantidasn vitro por 5 anos, em conjunto com o cloreto estanosd (hN).

Em ensaios posteriores, para confirmar a potedeiddéi antigenotoxica do extrato
aquoso deP. alliaceal., o plasmideo pUC 9.1 (100 ng) foi tratado coloreto estanoso
(SnChb) 1,11 mM e com diferentes concentracdes (1,0 —510,0 mg/ml) dos extratos

vegetais de plantas de campo e plamastro das populacdes estudadas.
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3.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Todas as reacdes foram incubadas a temperaturaraeipior 1 hora e, ao final desse
tempo, aliquotas de cada amostra (10 uL) forancagdis em gel de agarose a 0,8%. O gel foi
submetido a eletroforese em cuba horizontal, enpdanmTBE 1X, com voltagem de 5,35

V/cm, por aproximadamente 45 minutos, até que esee a separacao das bandas.

Os geéis foram, entdo, corados com solucdo de booaetetideo (0,5 pg/mL), e
visualizados em sistema de transiluminacdo (Tnamsflador UV LTA/LTB), sendo as
imagens dos géis obtidas com o Sistema de Capwrdmdgem L-PIX-ST - Loccus
Biotecnologia. A seguir, os perfis eletroforéticalas amostras foram comparados

visualmente.
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4 RESULTADOS
4.1 Cultura de tecidos vegetais

4.1.1. Caracterizacdo botanica

A classificacdo comdretiveria alliaceal. das plantas oriundas das regifes estudadas,
realizada previamente (SOARES, 2010), foi confirmmacbm base nas caracteristicas
morfolégicas das folhas, inflorescéncias, flore$rigos, além do porte herbaceo e odor

aliaceo, de acordo com Udultschu (2007).
As caracteristicas consideradas foram:

Folhas - alternas, estipulas reduzidas e pecioladas, medd®as, nervacao

braquidodroma.
Inflorescéncia— racemosa, terminal ou axilar, ereta ou nutante.

Flores - alvas, bissexuadas, actinomorfas, subsésseis,gbpari tetramero,
membranaceo, glabro, tépalas fusionadas na bassstpetes e eretas no fruto, estames
inseridos em disco carnoso, filetes filiformes deais, mais curtos que as tépalas, anteras
sagitadas ou cilindricas, ovario carpelar, lateealia comprimido, tormentoso, estilete

ausente, estigma séssil, penicelado e cerdas apdgasubuladas, deflexas (Figura 3A).

Frutos - tipo agquénio, pericarpo coridceo aderido a semeet@entes eretas, lineares,
lateralmente comprimidas, testa membranacea, aypeesk 4 cerdas apicais, subuladas,
deflexas, utilizadas para a identificacdo da vadked nesse trabalho, caracterizando a
variedade alliacea. (Figura 3B)

Apesar de ndo serem identificadas como variedagtentdi, as plantas de Magé foram
avaliadas em relacdo as mesmas caracteristicasseaaram uma morfologia foliar variante
em relacdo as demais, pois as folhas eram visivieémeais finas, variegadas e com a bainha
levemente ondulada (Figura 4D)



Figura 3 - A — Flor bissexuada com simetria actiodioa e perigdnio
tetramero (X 23), B — Fruto, (seta) apresentandmerlas apicais (9X 15).
Foto: Bianka de Oliveira Soares.
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Figura 4 - Morfologia foliar deP. alliacea L. coletada em
diferentes locais.

Legenda: A — Marechal Hermes (oblonga), B — Niter&@ —
Vila Isabel (eliptica com borda lisa) e D — Magégica com
borda ondulada e coloragao variegada). Barra =.1 cm
Foto: Bianka de Oliveira Soares
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4.1.2 Micropropagacao

A primeira etapa no estabelecimento da culturaafalescontaminacdo dos explantes
(segmentos nodais) e o protocolo com o maior paraede sobrevivéncia foi determinado
apés tratamento com etanol 70% por 2 minutos, NaD&% por 5 minutos, Benl&tel%,
agrimicina 1%, durante 15 minutos, tendo sido @btitha taxa de 60% de descontaminacao
Tabela 1.

Os segmentos nodais foram inoculados em meio MB@mentado com Benldted,04

g/L e agrimicina 300 mg/L, durante uma semana, egaida os explantes foram transferidos
para meio MSO sem antimicrobianos, dando origerados livres de patdgenos, trés
semanas apods o inicio da cultura (Figura 5). Osneetps nodais cultivados em MSO
desenvolveram a parte aérea a partir das gemamesxilNesse meio, 0 enraizamento dos
brotos foi obtido com frequéncia de 70%, apos semsanas (Figura 6 A), caracterizando as
culturas primarias. As plantas in vitro originaréesregido de Marechal Hermes apresentaram
dificuldades no desenvolvimento radicular, mesm@essenca de fitorreguladores.

A partir desse material, foram realizadas subcadtunensais utilizando-se como explante
0s segmentos nodais das plantas das culturas @#ni@dependentemente de sua posi¢cdo na
planta. Exceto por contaminagdo eventual, essetardgp apresentaram frequéncias de
regeneracdo de 90-100%, por desenvolvimento merdsieo, em todas as populacbes
estudadas. Todavia, as plantas apresentaram wenvadésmento lento atingindo de 5-6 cm
de altura e apresentando cerca de 3-4 segmentadaairdervalo de 30 dias. Dessa forma,
cada planta primaria, obtida in vitro pode originaotencialmente 3-4 novas plantas
perfazendo um total de 39 plantas ao final dedi@es de cultura. As plantas aclimatizadas
apresentaram taxa de sobrevivéncia de 80% e caawtedsticas morfologicas semelhantes

as das plantas de campo (Figura 6B).

Visando o preparo dos extratos para estudos filmgos e farmacologicos, que exigem
quantidades determinadas de material, tornou-sess&do aumentar a producdo de partes
aéreas. Por essa razao, foi também estabelecidaratocolo com base na combinagédo de

citocinina (BAP) com auxina (ANA).
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Os experimentos preliminares utilizando apicesicargs de plantas in vitro mantidas em
crescimento ativo ha cinco anos, que foram inoodadm diferentes concentracdes e
combinacdes desses fitorreguladores, produziratodmdultiplos em frequéncias variaveis
em todas as condic¢des testadas. Entretanto, a mrebjmosta foi obtida na concentracéo de
BAP 13,32uM + 0,54uM ANA com 8,5 + 2,3 brotos por explante (Figura 7Aymentando

significativamente a quantidade de plantas in \(ifi@bela 2).

A melhor condicao definida nesses experimentositibzada com explantes das culturas
estabelecidas a partir de matrizes oriundas deedifes locais do RJ (Magé, Niterai,
Mal.Hermes e Vila Isabel). Entretanto a frequénmhtida na multibrotacdo foi
significativamente mais baixa. Estes experimentoasnfi repetidos para avaliacdo da resposta
frente as concentragbes e combinacdes utilizadasri@mente e as frequéncias se

mantiveram baixas (Tabela 3).
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Tabela 1 - Frequéncia de descontaminacao na culeuseagmentos nodais inoculados apos os
tratamentos com diferentes substancias antimianabkia

Substancias antimicrobianas Tempo Frequéncia

(minutos) (%)

2 0

Rifaldin (20 pl — 20 ml) S 0
10 0

15 5

e 5 0
Rifaldin (1 ml — 100 ml) 10 10
15 20

5 0

PV Oral (1 ml — 100 ml) 10 0
15 0

5 0

15 0

5 0

15 15

e 5 10
Agrimicina” 1% 10 40

15 60




i A D —

Figura 5 - Plantas de. alliaceal. ap6s estabelecimento da culturaitro
a partir de matrizes de diferentes origens.

Legenda: A- Marechal Hermes, B- Magé, C- NiterdD€ Vila Isabel.
Barra=1 cm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares

Figura 6 - Aclimatizagéo de. alliaceal.

Legenda: A - Planta enraizadavitro. B- Planta aclimatizada apo6s 60 dias
no telado. Barra =1 cm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares
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Tabela 2 - Avaliacdo da regeneracao de apicesneaesi deéP. alliaceal. e em presenca de
diferentes combinacgfes de BAP e ANA

BAP (uM) ANA (um) brotosN/c;x?)(leante* Tt?rrc?t?)rslrzc?m(g? > F%CI)HSSG*
4.4 - 5,8+0,78° 0,740,1 3,840,228
13,32 - 6,7+3,42 0,6+0 3,1+0,32
22,19 - 3,6+0,5? 0,50 3,4+0,12
- 0,54 1+6 1,1%0,3 5,512
- 1,34 1,1+0,4 0,9+0,2 4,3+0,62
- 2,23 146 0,940 4,2+0,12

0,54 6,6+1,92 0,6+0 2,6+0; 92
4.4 1,34 2,8+0,42 1,020,1 4,6+0/32
2,23 1,9+0,4 0,8+0,1 3,7+0,3?
0,54 8,5+2,32 0,640 3,3+0,22
13,32 1,34 4,1+0,72 0,6+0,1 2,7+(22
2,23 2,7+,0,62 0,5+0,1 3,3+0,52
0,54 6,3+1,22 0,8+0,1 2,9+0,22
22,19 1,34 4,9+0,32 0,8+0,1 3,6+0,32
2,23 2,1+0,82 0,4+0,1 3,5+0,32

*Os valores correspondem & média + desvio padrad0Oddeterminacfes. Médias seguidas pela mesma

letra indicam que ndo ha diferenca estatisticansgteficativa entre os valores nas colunas.
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Figura 7 —Multiplicac&o in vitro de Petiveria alliaceal, brotos obtidos a partir e explantes
apicais cultivados em meio MS suplementado comBRAP 13,32uM + ANA 0,54 uM; B -
BAP 13,32uM + ANA 1,34uM; C - ANA 0,54uM. Barra =1 cm.

Foto: Bianka de Oliveira Soares

Tabela 3 - Avaliacdo da regeneracdo de apicesneaet excisados de plantas coletadas em
diferentes locais e inoculados em uma combina¢c@Ad® 13,32 uM e ANA 0,54 pM.

Frequéncia de N°. de Tamanho
Origem das plantas q ~ ) dos brotos N°. de folhas
regeneracao (%) brotos/explante (cm)
Marechal Hermes 100 55 0,6 3,4
Vila Isabel 100 3,0 0,83 4,0
Niteroi 100 3,5 0,51 3,8

Magé 100 2,2 0,33 3,9
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4.2 Analise fitoquimica

4.2.1 Cromatografia em camada delgada

Avaliacéo fitoquimica das populacdes de campo:

Os padrdes utilizados na avaliagdo cromatogrdiozal LC (rutina, acido pirogalico,

guercetina e acido clorogénico) forneceram os pagiesentados na figura 8.

A reagdo com 0s extratos aquosos de P. alliacdisad@s mostrou que na fase movel
butano/etanol/agua/acido acético (60:10:20:0,5, dv3eparacao foi eficiente com formacgéao
de bandas amarelas, o que, segundo Wagner e B88%)( sugere a presenca de flavondides
(Figura 9).

Na tabela 4 estdo representados os fatores deéioe(&) das bandas reveladas nas
placas. Define-se {Rcomo a razao entre a distancia percorrida naaata substancia e a
distancia percorrida pelo solvente. Contudo, para de identificacdo de uma substancia o
solvente escolhido para eluicdo deve carrear o ostapa um Rsempre entre zero e um.
Além disso, como substancias diversas podem teesimm valor de R métodos adicionais

devem ser utilizados para identificacdo das subst&iDegani et al, 1998).

AC.
QUERCETINA CLOROGENICO

Figura 8 — Cromatografia das amostras padrao

Legenda: (A) acido pirogalico, (B) quercetina, (@Qjina e
(D) &cido clorogénico. Placa de TLC em silica getém 3 x
8 cm, utilizando como solvente a fase movel: butagtanol/
agua/ acido acético (60:10:20:0,5 v/v).

Nota: Cromatogramas revelados com NP:PEG e viadis
sob luz UV a 365 nm.

Foto: Daniele Corréa Fernandes.
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Tabela 4 Valores de Rdas diferentes amostras Betiveria alliaceaobtidas por TLC

Bandas Rf (cm)

Acido pirogalico 0,90
Quercetina 0,94
Rutina 0,85
Acido clorogénico 0,58
a 0,76
0,75
0,64
0,25
0,70
0,50
0,25
0,71
i 0,51
0,23
| 0,70
0,41
0,11

o Q —+~ O Q O T

[S—

5 3

Avaliacao fitoquimica comparativa entre extratosaablicos de plantas de campo e plantas

in vitro:

Foram utilizados extratos etanodlicos das folhaaizes de plantas de campmevitro
de todas as populacdes. Extratos de ragggesentaram cor amarelada e odor vinaceo,
enquanto os extratos das partes aéreas de plantasmbo en vitro apresentaram coloracdo
verde escura e verde clara, respectivamente. Diegesistemas de eluicdo foram testados
para andlise por TLC. Os trés primeiros sistematades para os extratos etanolicos nao
permitiram a separacdo nitida das bandas, sendo enicial a secagem total do material

vegetal e a eluicdo com metanol como sugerido pstellar (2006).
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Os sistemas que apresentaram os melhores resultqdasto a separacdo das
substancias foram: acetato de etila (100) e o tacdtaetila:acetona:agua (25:8:2). O padréao
DTS foi utilizado nos diferentes sistemas de eljigéo sendo possivel a sua visualizacao
(Figura 10 A e B)

Apos a corrida com os eluentes selecionados, disessbstancias foram visualizadas
em camara UV, apresentando as coloracfes: lansmtaelho, lilds, amarelo, castanho, azul
fluorescente, verde limao e roxo, demonstrandoaadyg diversidade quimica presente na
espécie. A cor amarelada foi a que mais se destaogerindo a presenca de carotendides

(dados ndo mostrados).

Apos a revelagdo com acido sulfarico P.A, algun@ass; visualizadas anteriormente
sob UV, nao foram reveladas, indicando a necessidade otimizar o método de revelagao.
Apos a revelagéo, a cor amarela, observada solidovgu-se roxa, sugerindo a presenca de
terpenos nas amostras testadas. No sistema dacehgetato de etila (100) o roxo tornou-se
amarelo — alaranjado, sugerindo a presenca denfiédes nas amostras: follravitro de Vila
Isabel, raiz campo Vila Isabel, raiz campo Maredhatmes, folhan vitro de Magé, raiz

campo de Mage e raia vitro de Mage (figura 11 A).

Além disso, o sistema de eluicdo acetato de €elil®)(permitiu a visualizagdo de
terpenos (banda roxa correspondendo ao Rf 0,25p Banda foi observada em todas as
amostras exceto nos extratos de folhas e raizeplaass de campoia vitro oriundas de
Niterdi, extratos de raizes vitro das plantas oriundas de Magé e extratos de rdézpkantas

de campo @ vitro oriundas de Vila Isabel (Figura 11 A).

Quando o sistema acetato de etila: acetona: agu&:Z2 foi utilizado, a mesma
substancia roxa observada no sistema de eluicgo@antagora em Rf 0,6. A diferenga nos
Rf's ocorre devido a diferenca de polaridade detersias de eluicdo. Este sistema de eluicdo
(acetato de etila: acetona: agua) permitiu umaragia melhor das substancias, reproduzindo
as bandas vistas anteriormente e aquelas que mEwnhsido visualizadas: extratos de folhas
(campo dn vitro) e raizes (campo) de Niterdi, extrato de raizasfo) de Vila Isabel. Esses
resultados foram uniformes entre as amostras d@aamn vitro de cada regido estudada
(figura 11 B). Aléem dessas foram visualizadas @ugabstancias néo identificadas, com Rf

mais baixo (verde limao) quando visualizado com UV.
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AcOEt 100)

AcOEt Acetona : Aga(zs :8:2)

Rf=0,€

m@$&a !ill

\}(‘P CO«rpo

Figura 10 - Padrdo DTS e extrato etandlico de ptade campo. Fase
moével em (A) Acetato de Etila (100) e (B) Acetam Ktila: Acetona:
Agua (25:8:2). DTS (Dibenzil dissulfeto); Vi (Vilaabel); N (Niterdi);
Mg (Magé) e MH ( Marechal Hermes).
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Figura 11 - Cromatografia do extrato etanélicoR#diveria alliaceaem

camada delgada (TLC) revelada com &cido sulfurico.

Nota: Todas as cromatografias realizadas em pldeasilica Whatman
(10x10) e fase mobvel: A — Acetato de etila (100Be- Acetato de
etila/acetona/ agua (25:8:2).

Legenda: 1- FcVI; 2- FiVI; 3- ReVI; 4- RiVI;, 5- FcM; 6- FIMH; 7-

RcMH; 8- FcMg; 9- FiMg; 10- RcMg; 11- RiMg; 12- F¢N3- FiN; 14-

RcN; 15- RiN.
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4.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrandetrnassas (GC MS)

Como mostrado na Tabela 5, através da comparagdadanco de dados NIST do
GC MS foi possivel sugerir a presenca de fitoltamina E em todos os extratos de folhas de
P. alliaceaoriundas de Niterdi (campo). Dibenzil trissulfd@TS) ndo foi detectado em
nenhum dos materiais pesquisados, quando compaaadpadrao (Figura 12). Entretanto o
dibenzil dissulfeto (DDS), foi identificado em taos extratos, exceto em diclorometano
(DCM) (figura 13 D). A substancia, trans-esqualefoo,identificada em todos os extratos,
exceto metanol (Tabela 5). O solvente mais efieigratra a extracdo de compostos volateis,

distribuidos entre os tempos de retencao de 3nair2,/foi o0 metanol (figura 13 A).

Tabela 5- Dados obtidos do NIST do GC MS

Metanol Etanol Hexano Diclorometano Ace;tglltac: de
23 min 28 min 23 min 24 min 28 min
3,340 10,161 4,976 10,159 13,154 *
4,998 13,155 * 13,152 * 12,797 13,363
5,973 13,363 13,3614 13,3614 15,171
9,364 16,715 19,036 13,976 19,038+
11,903 19,038+ 19,938 16,467 19,437
13,157 * 20,808 21,33% 19,036+ 20,807
13,264 21,334 22,812 19,958 21,334
13,3644 23,312 20,187 22,814
13,620 23,454 21,338 23,313
16,714 24,004 22,812 23,453
16,808 26,105 23,309 24,004
18,102 23,452 26,105
18,161 24,001
18,258
21,3294
22,813
23,313
23,453
24,003
26,109

Nota: *Dibenzil dissulfeto fitol; Avitamina E; * trans-esqualeno
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Nos cromatogramas obtidos, a extracdo em metampliréE13 A), assim como em
hexano (Figura 13 C), permitiram a identificacés @acos de retengdo correspondentes ao
DDS, que se apresentaram com maior intensidadelagéo aos demais solventes utilizados
(Figura 13 B e E). Nao foi possivel detectar a gmea de DDS na extracdo com
diclorometano (Figura 13 D).

2colfi A
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Figura 12- Curva padrdo do DT- dibenzil trissulfetc
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Figura 13 - Cromatogramas de diferentes extratos de
folhas de campo (Niterdi) deetiveria alliaceaobtidos

por GC MS.

Legenda: A) metanol; B) etanol; C) n-hexano; D)
diclorometano; E) acetato de etila. Foi utilizadaau
coluna capilar Rester RTX — 5MS (30 m x 0,25 mm de
d.i. e 0,25um d.f.) e Hélio como gés de arraste com
fluxo constante de 1,52 ml/min. Aplicadosibde cada
amostra (0,05 mg/ml). As setas indicam esdd DDS.
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4.3 Avaliagdoda potencialidade genotoxica dos extratos

Os experimentos preliminares foram iniciados coextoato aquoso de plantas de campo
oriundas de Niterdi e plantas vitro mantidas em cultura ha cinco anos, para padroaizar

técnica.

Foi observado que apds os tratamentos com os @&t moléculas de DNA plasmidial
apresentaram conformagfes estruturais diversasesmqgadas pelos padrbes caracteristicos
de bandas (superhelicoidizado, circular ou lin¢gigura 14). O uso do extrato aquoso de
plantas de campo causou alteracbes na topologadmideo em todas as concentracoes
testadas inicialmente (maior concentracao corredguio ao maior numero de lesées). Com
0 extrato aquoso de plantas vitro (Figura 14 B) foi observado um perfil eletrofocéti
semelhante, quando se considera a acao das dée@ricentracdes do extrato, isto €, quanto

maior a concentracdo do extrato, maior foi a qdad de quebras produzidas.

A sequir, foram realizados experimentos com ex¢rd®plantas de outras populacdes. Os
resultados obtidos apontaram para variacdes déis pkatroforéticos, em funcao da regido de
coleta das plantas. O tratamento da solucdo pléamidm extrato aquoso de plantas de
campo promoveu lesdes tipo quebra no DNA e levoooaversdo do DNA integro
(superhelicoidizado), caracterizado como Formani, BNA circular, caracterizado como
Forma Il e em DNA linear, caracterizado como FotthéQuadro 6), entretanto esse efeito
foi varidvel e dependente da concentracédo testddsgpepulacéo utilizada.

Neste trabalho, embora o uso do extrato aquosdatéap de campo (Niteroi, Marechal
Hermes e Magé), em concentracfes mais elevadas, tanisado alteragdes na topologia do
plasmideo, foi observado que nos extratos de @aiandas de Magé e Marechal Hermes
nao ocorreram lesdes no DNA nas concentragOes maaias (Figura 15 B e C). Por outro
lado, nas concentracdes mais elevadas continuobsssrvando o aumento da resposta, em
funcdo da dose utilizada. Entretanto, nos extrdéoplantas coletadas no Horto Botanico da
UERJ (Vila Isabel) o efeito genotdxico ndo foi atveelo em nenhuma das concentracdes
testadas (Figura 15 D)
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Adicionalmente, esses experimentos foram realizadosextratos das plantas in vitro de
todas as origens (Figura 16) e todas as amoststedés apresentaram acdo genotoxica,
inclusive os extratos das plantas in vitro oriundasHorto Botanico da UERJ, reforcando a

hipotese de que fatores genotipicos e/ou ambietgamm influéncia na manifestacdo do

efeito.

Forma Il

Forma |

Forma Il

Forma Il

Forma |

Figura 14 - A — Planta de Campo e B — plantaitro. Aliquotas de plasmideo
pUC 9.1 (100 ng) foram incubadas por 60 min em &Fatpra ambiente, com
diferentes concentracdes do extrato aquosB.ddliaceaem presenca e auséncia
do SnC}.

Legenda: raia 1: controle (pUC 9.1); raia 2: SN@l11puM); raia 3P. alliacea
0.048 mg/ml; raia 4P. alliacea0.024 mg/ml; raia 5. alliacea0.012 mg/ml; raia
6: P. alliacea0.048 mg/ml + SnGj raia 7:P. alliacea0.024 mg/ml + SnGJ raia

8: P. alliacea0.012 mg/ml + SnG|



Quadro 6 - Esquema das diferentes formas de lesddn no plasmideo

Origin | ] L |
Form I Q . PN
Form Il —— <+ [ @
Form | === «— &P
1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 15 - Avaliacdo do efeito genotéxico de mande campo de. alliaceal.
coletadas em diferentes regiées do Rio de Janeiro.

Legenda: A — Niteroi; B — Magé; C — Marechal Herrad3 - Vila Isabel.

Nota: Bandas correspondem a aliquotas da solugBdNdeplasmidial (PUC 9.1
100 ng) tratadas com diferentes concentracoes tiat@xaquoso de folhas (0150
— 5,0 - 10 mg/ml).
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Figura 16 - Avaliacdo do efeito genotoxico de pdamh vitro de P. alliaceal.
oriundas em diferentes regides do Rio de Janeiro.

Legenda: A — Niterdi; B — Magé; C — Marechal Hermaeld - Vila Isabel Banda:
correspondem a aliquotas da solugdo de DNA plaam{@UC 9.1 a 100 ni
tratadas com diferentes concentracfes do extratosacde folhas (0 — 1,0 — 5,0 —
10 mg/ml.



63

4.4 Avaliacdoda potencialidade antigenotoxica dos extratos

A comparacao dos perfis eletroforéticos tambémufiizada para fornecer indicacdes da
potencialidade antigenotoxica, quando o DNA plaghidoi tratado com o Sngl

concomitantemente, ao tratamento com o extratoifaredtes concentracdes.

Neste modelo, o tratamento do plasmideo pUC 9.1 doreto estanoso (Sngl agente
que promove lesdes do tipo quebra no DNA, levouoaversdo do DNA integro
(superhelicoidizado), caracterizado como Formam, BNA circular, caracterizado como
Forma Il, sendo este padrao usado como controiéiyuopara essa forma de lesdo, em uma

determinada faixa de concentracdes (Figura 17) .

A protecdo do DNA contra os efeitos lesivos do $ri@ll determinada por comparacéao
dos perfis eletroforéticos. Quando os extratos ttas coletadas em Niteroi foram
associados ao estanho, verificou-se um efeito forptediretamente proporcional a
concentracdo utilizada de extrato (Figura 13 A)nGalteracées da conformacédo plasmidial
fornecem indicagBes seguras a respeito da intefgrida molécula de DNA a modificacdo na
posicdo da banda obtida, em relacdo ao DNA lesaliogoreto estanoso, indicou um efeito
protetor do extrato. Esses resultados sdo sugsstigoum efeito antigenotdxico dose-

dependente do extrato aquoso de planta de camp@lliacea

Quando os extratos de plantas vitro, mantidas ha cinco anos em cultura, foram
incubados com o cloreto estanoso, também se \@rific efeito antigenotéxico do extrato
promovendo uma maior protecdo quanto maior a corazgo de extrato utilizada (Figura 13
B).

Embora a repeticdo dos experimentos com amostrggadéas de campo, utilizando-se
concentracées mais elevadas dos extratos aindaen&a possibilitado reproducdo desse

efeito, devido a problemas técnicos, os géis estado refeitos para confirmacéao (Figura 17).



Figura 17 - Avaliacdo do efeito antigenoxi de
plantas de campo d@. alliacea L. coletadas el
diferentes regides do Rio de Janeiro.

Legenda: A — Vila Isabel; B — Niter6i; C Marecha
Hermes e D - Vila Isabel.

Nota: Bandas correspondem a aliquotas da solug
DNA plasmidial (PUC 9.1 a 100 hdgratadas cot
diferentes concentragfes do extrato aquoso desf@l
—-1,0-5,0-10 mg/ml).

Foto: Bianka de Oliveira Soares
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Figura 18 -Avaliacdo do efeito antigenotoxico de plar
in vitro deP. alliaceal. oriundas em diferentes regides
Rio de Janeiro

Legenda: A — Niterdi; B — Magé; CMarechal Hermes
D - Vila Isabel.

Nota: Bandas correspondem a aliquotas da solug
DNA plasmidial (PUC 9.1 a 100 ng) tratadas «
diferentes concentragcbes do extrato aquoso desfgha
1,0-5,0-10 mg/ml.

Foto: Bianka de Oliveira Soares
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5 DISCUSSAO
Cultura de tecidos vegetais

Como constatado neste trabalho, muitas plantasupwssemelhancas ou diferencas
morfologicas que s6 podem ser distinguidas porasias. A identificacdo taxondmica das
plantas de diferentes origens utilizadas nestealtnabconfirmou a identificacdo popular das
amostras de todas as populacdes estudadas con® (Buialliaceal.). As controveérsias
vigentes quanto a existéncia de taxons infra-eBpesiemP. alliaceg uma vez que alguns
taxonomistas reconhecem duas ou mais variedadegl(UTSCH et al, 2007, MOBOT,
2010) e outros consideram a inexisténcia dessemsaMARCHIORETTO, 2010), foram
analisadas em trabalho anterior (SOARES, 2010)arAaterizacdo taxondmica mostrou que
apenas algumas caracteristicas morfolégicas sa@devadas para essa distingdo, como foi
observado nesse trabalho em relacdo a morfolotjga &mtre amostras de diferentes origens,

nao reconhecidas como variedades.

As amostras estudadas apresentaram varias difsremaréologicas observadas sobretudo
nas folhas das plantas oriundas de Magé. Essaatagib reforcou a necessidade de
aprofundamento de estudos fitoquimicos e biologis plantas matrizes para a cultura
vitro, de forma a identificar amostras com maior diverd@lquimica para estabelecimento da

cultura e permitir o desenvolvimento de métodomdaitoramento das plantas produzidas.

Em relagdo ao cultivin vitro, a primeira etapa foi a descontaminacgéo, fundaahent
para se iniciar a cultura de tecidos. A adicdo demicina® (300 mg/l) ao meio de cultura
foi considerada fundamental para a obtencdo de tawe significativa e reprodutivel de
descontaminacédo, confirmando trabalhos anteri@@ARES, 2010). Vale ressaltar que esse
antimicrobiano constitui uma combinagdo de varialsstncias utilizadas na agricultura,
especificas contra microrganismos do solo e fitogetios, o que pode explicar o sucesso na
descontaminacdo de diferentes espécies vegetasiliimmos anos (HANDAet al, 2005;
CUNHA et al, 2006; BOBROFIet al, 2009).
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A etapa da micropropagacao através do estabelewindas culturas primarias via
amplificacdo meristematica foi obtida com sucesgaréir de segmentos nodais das plantas
de campo, em concordancia com muitos relatos gsereleem esse processo em diferentes
espécies vegetais (GAGLIARDI et al., 2000; RANEREt 2006). A multiplicacdo das células
meristematicas presentes nesse explante origingspaéreas com maior garantia de
fidelidade clonal nas plantas micropropagadas (AGDIRI et al., 2009; SHARMA et al.,
2009). Estes explantes também foram utilizados pam@anutencdo das plantas através das
subculturas, a exemplo do que vem sendo feito catra® espécies (LIN et al., 1998;
GAGLIARDI et al., 2002). O alongamento dos explantedais apds o cultivo em MSO,
gerando uma planta para cada explante inoculadmitpe o estabelecimento das culturas,
entretanto, essa producéo, embora adequada aglost@® conservacao in vitro, mostrou-se
insuficiente para atingir o objetivo geral do trihibade estabelecer as culturas para futuros
estudos fitoquimicos e farmacoldgicos. Esses estwkigem quantidades relativamente
elevadas de material e, por essa razédo foi neg@ssénentar a producdo de partes aéreas.
Entretanto, os experimentos de multibrotacdo radtiz com as plantas oriundas das
populacdes estabelecidas in vitro ndo reproduzaaraltas frequéncias obtidas a partir das
plantas mantidas ha 5 anos em cultivo in vitro.aEdiferenca nas taxas de multibrotacao
poderiam ser atribuidas a diferencas genotipicadifetencas na expressao génica causadas
por diferentes pressdes ambientais nas matrizesadas como doadoras de explantes. Pode-
se esperar que, com a manutencdo dessas cultbrasesocimento ativo, ao longo do tempo,
as plantas desenvolvam adaptacfes as condicOesran que tornem os explantes mais

responsivos, a exemplo do que ja ocorreu anterimene

O enraizamento dos brotos obtidos nesse trabald%)(7esultou na producdo de
plantas completas ap0s seis semanas, nas amastradas de todas as populacdes, exceto
aquelas oriundas de Marechal Hermes, que apreaentdificuldades na regeneracdo de
raizes, necessitando ainda de otimizacdo do pHlotdembora, Castellar (2006) tenha obtido
uma taxa de enraizamento mais elevada (100%) ersemppa de AIA 0,6uM, essa
suplementacdo ndo resultou em raizes na popula;atacechal Hermes. A rizogénese em
MSO, proposta neste trabalho foi considerada adiegpara definir um protocolo de producéao
e conservacao, aplicavel a maioria das populacbes® vez que dispensa o uso de

fitorreguladores, minimizando as condi¢gfes de sstr@a producdo das mudas.
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Avaliacao Fitoquimica

O extrato vegetal bruto contem centenas ou milhdeesnetabdlitos de estruturas
complexas, que diferem consideravelmente em seusimp&ros fisico-quimicos e
espectroscopicos. Por isso, uma eficiente deteega@pida caracterizacdo tém papel
fundamental na pesquisa de produtos naturais hoalogente ativos. A identificacdo das
substancias presentes nos extratos € fundamemsl, fprnece numerosas informacdes
estruturais dos metabdlitos antes mesmo do seameoito. Por ser um método simples,
rapido, visual e econbmico, a cromatografia em camedelgada tem sido a técnica

predominantemente escolhida para separacéo dooentps de extratos vegetais.

Além das diferengas morfologicas, esse trabalhdéamconfirmou o outro problema,
comumente enfrentado por produtores de plantascinadi, representado pela variabilidade
metabolica em funcéo dos locais de ocorréncia alaburlocal de cultivo e periodos de coleta
(BOURGAUD et al, 2001, LIMAet al, 2010). Com base na utilizagdo popular da plsola
a forma de cha (infusdo em agua), a analise dasaplde campo foi realizada com o extrato
aquoso do material botanico. A analise realizad@aimente, por meio de TLC, visando
caracterizar diferencas entre as populacbes estsdadentificou algumas diferencas na
producdo de flavondides confirmando a diversidadeniga nesse grupo, relatada para essa
espécie (DE SOUZA, 1990; DELLE-MONACHE, 1992, 1996k perfis fitoquimicos dos
extratos aquosos das plantas recém-coletadas e &elda Isabel apresentaram diferencas

em relacdo aos extratos de plantas coletadas ras aveas.

Os polifendis compreendem um grande grupo de &uodiss incluindo taninos,
flavondides e antrandides (FALKENBERE& al, 2000), as quais tem sido atribuidas
atividades antioxidantes (SERTIEt al, 1995 a e b). Entre os diferentes grupos de
antioxidantes que ocorrem naturalmente em plangasiendides e polifendis (tocoferol) sdo
0s mais importantes (LARSON, 1997; SHAHRZA®& al, 2002). Nossos resultados
reforcam a hipétese de que algumas atividadesgdital® observadas na espécie poderiam ser
atribuidas a presenca de flavondides uma vez qmdlase dos extratos ¢ alliaceaatravés
da TLC sugeriu a presenca dessas substancias argaspbriundas de todas as populacdes
estudadas.

Entretanto, na comparacao dos extratos etand@splantas de campo com as plantas
in vitro correspondentes, a heterogeneidade na producfiavdedides ndo se confirmou.
Esse fato pode ser explicado pela diferenca doepsuocde extracdo, ou ainda pelo fato das

plantas de todas as origens terem sido mantidas tedatlo, apdés a coleta, por
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aproximadamente um ano e meio, antes da avaliagéparativa com as plantas vitro, o
gue poderia ter uniformizado a sintese desse gtapuetabdlitos. Além disso, os resultados
da TLC também sugeriram a presenca de terpenoexicsos etandlicos das plantas de
campo e plantag vitro, avaliados por essa técnica, 0 que também eraagspgara a
espécie, com base em registros anteriores (DELLENMCHE, 1996).

O extratos foram posteriormente avaliados por GC éM8Igumas substancias do
grupo dos terpenos foram identificadas sendo essdtado discutido adiante.

A cromatografia em camada delgada possibilitou &amhb confirmacao de diferencas
metabdlicas entre os diferentes 6rgdos vegetaisuanajue extratos de raizes e de folhas
mostraram perfil diferente tanto a partir de pland@ campo como de plantasvitro. A
literatura disponibiliza varios exemplos de difeg@nentre a producao de metabdlitositro
e ex vitrg em diferentes sistemas de cultura (BOURGAEDal, 2001; TRIPATHI;
TRIPATHI, 2003; VANISREE et al,2004; CASTELLAR, A. 2006; MARASCHIN;
VERPOORTE, 2010). Entretanto, petiverinas néo fodmtectadas por essa técnica, sabe-se
que estdo presentes em todas as partes da plastaema@onteddo total € muito baixo nos
tecidos da parte aérea, sendo mais abundanteines (UBEC; MUSAH, 2001).

Apesar dos resultados obtidos, as técnicas de togmadia delgada sao especialmente
Uteis no caso de substancias pouco volateis, payaais a cromatografia em fase gasosa (GC
MS) é inadequada (DEGANM al, 1998).

Uma vez que uma das principais substancias siatlstiz durante o metabolismo
secundario dé. alliaceaé o dibenzil trissulfeto (DTS), organosulfuraddaiib, produzido
com a degradacéo de petiverinas (DE SOUSA, 1986(3nT realizados testes por meio de GC
MS (MACKU; SHIBAMOTO, 1991) para a pesquisa dessedpto, que nos permitiram
identificar substancias e monitorar os sistemasuttera. Dentre as substancias identificadas
nesses ensaios, a Vitamina E (tocoferol) é umat&utia lipossoluvel que previne o dano
celular ao inibir a peroxidacéo lipidica e a for@acle radicais livres, e o trans-esqualeno que
€ um triterpeno com 30 atomos de carbono, comunamtentrado em plantas superiores.
Essa substancia participa como intermediario nasifiese dos esterdides, ocorrendo
naturalmente em duas formas isoméricas (cis e)tr&itsl € outro terpendide identificado,
muito comum em extratos vegetais, ocorrendo emstoddecidos clorofilados.

Dentre os polissulfetos de interesse, foi idergdiz apenas dibenzil dissulfeto (DDS),
que compde o grupo quimico dos aryl polissulfetmsgmente com DTS e outros derivados,
ja determinados como novos produtos naturais,t@atds poiP.alliacea(DE SOUSA 1990;
KINGHORN et al, 1998). Embora o DTS seja considerado o pringipetbdlito produzido
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por essa espécie, devido a suas atividades argitgeca e imunomodulatéria comprovadas
(ROSNER et al, 2001), o dibenzil dissulfeto, naturalmente pmwda em maiores
quantidades, foi identificado nos perfis dos erBate plantas de campo coletadas em Niterai.
Esse produto ja € bem conhecido na area de enggenlleardo a sua implicacdo no processo
de corrosdo do cobre, presente em varios equipamel® grande porte (transformadores,
reatores etc), onde se forma a partir da reaca@mofre presente em Oleos minerais
lubrificantes e o cobre dos cabeamentos e revestiisieNormalmente dibenzil dissulfeto é
monitorado através de andlise fisico-quimica jamabizada (N.T. 10.1.029/ABNT), para
avaliar a quantidade de enxofre nos equipamentosnegguentemente, 0s riscos de corrosao
(SIEMENS, 2005). Todavia, em relacdo aos tecideossyisuas atividades nao estdo bem
esclarecidas. Testes de avaliacdo de atividadeTd® édcompostos relacionados, em cultura
de células nervosas, mostraram que DDS apresefaita @ntiinflamatorio significativo, mas
ainda assim menor que DTS (ROSN&RL, 2001). Nao foi detectado efeito inibitdrio cantr
células neoplasicas (ANt al, 2006). Entretanto, foi determinado, para esselyio, um
potente efeito antifingico (superior ao da nistgtiantifangico usado como referéncia
internacional), levando os autores a sugerir qUBD& possa ser responsavel pelo efeito
antifingico observado no extrato bruto da plantENBVIDES et al, 2001). Além desses
efeitos, estudos recentes descrevem uma atividatiexidante nos extratos de.alliacea
bem caracterizada, a partir de S-benzil fenilmdtasolfinato (BPT), um produto do
metabolismo de DDS (OKADAt al, 2008).

Apesar disso, 0 interesse maior da industria gaineicfarmacéutica tem sido a
obtencado de DTS, o que se reflete na quantidatiatihos quimicos e biolégicos dedicados
a essa molécula. A sintese quimica de DTS a mhtprecursores ja foi estabelecida, mas
resulta em uma mistura de di-/tri-/tetrassulfetos guantidades variaveis, sendo o DTS
obtido em taxas relativamente muito baixas nessesepsos (NAet al, 2006). A
possibilidade de transformacdes e interconversdésicas tém sido bastante exploradas e
varios produtos sintéticos derivados de DTS fordatidos com sucesso. Os novos produtos
obtidos apresentaram uma ampliacdo das atividadekgicas descritas, sendo ja
comercializados como agroquimicos ou quimiterap(®@H_LIAMS et al. 2003; NAet al,
2006; BAOet al, 2008).
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A literatura indica a possibilidade de obtencdoDde&S e DDS a partir de raizes e
folhas de plantas de campo (KUBEC, MUSAH, 2001;20GHhrindo a perspectiva de
modulacdo da producdo dessas substancias em cd#utecidos vegetais. Entretanto, os
sistemas de raizes de campo e raiizestro, ndo foram avaliados nesse trabalho, devido a
problemas técnicos que ocorreram com o cromatggsafudo necessério a continuacdo dos
experimentos. Por outro lado, a identificagdo de&SDpartir das folhas de plantas de campo
sugere a possibilidade de utilizacdo de polissadfatomo marcadores biossintéticos de

plantas de°. alliaceaproduzidas em cultura.
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Avaliacdo da potencialidade genotéxica/antigenotéoa

Neste trabalho, a avaliacdo de potencialidade ggiwatantigenotdxica comparativa entre
0s extratos de plantas de campio itro foi utilizada para determinar a atividade biol@gic
dos extratos. A avaliacdo da potencialidade gemmpxalém de fornecer informacdes
importantes acerca da toxidez de substanciasaddi pela populacdo, constitui pré-requisito
fundamental para producéo de fitofarmacos a pdesas substancias. Além disso, pode ser
utilizada como indicativo da qualidade dos matsripioduzidosin vitro e monitorar a

qualidade biotecnologica das plantas produzidasultara, para fins farmacologicos.

Nesse trabalho, embora o efeito genotéxico ndoatesto observado nos extratos de
todas as populagbes de campo estudadas, observon-gerfil eletroforético semelhante
para os extratos de plantas vitro de todas as origens, ou seja, a quantidade deagueb
produzidas no DNA plasmidial foi diretamente pragponal a concentracdo dos extratos
utilizados nos tratamentos. Embora as plantas m@@aestejam sujeitas tanto as intempéries
guanto a predadores naturais, justificando a altersidade quimica geralmente observada
(substancias de defesa para a planta), as plantaisa também estdo sujeitas a varios tipos
de estresse, representados pelo ambiente artiflaialultura, reconhecidamente indutor de
respostas adaptativas especificas (SMULDERS; KLERKL0). Essas respostas, muitas
vezes se traduzem pela sintese aumentada de detdamisubstancias ou mesmo pela sintese
de novas substancias, ndo detectadas nas plantamg® (ALVES, 2001; CAMARAet
al.,2002; VANISREEet al, 2004).

Uma das principais caracteristicas de metabolismsirgdarios € que a sua sintese é
altamente induzida. Portanto, o potencial de ptampara a producédo n&o pode ser
determinado apenas pela quantificacdo no extratogqup é sempre possivel que o
metabolismo correspondente tenha sido reprimido atuado antes da quantificacdo
(BOURGAUD et al, 2001). Atualmente é possivel manipular as viatabolicas em cultura
de tecidos, através da inducdo de alteracOes ejigess, como a selecdo de linhagens
celulares de maior potencial produtivo, otimizagéaneio de cultura, manipulacao de fatores
ambientais (intensidade luminosa, fotoperiodo, tatpra, CQ@ O,), a adicdo de inibidores
ou precursores ao meio de cultura, o balanco haamena elicitacdo, ou ainda, através da
promocédo de alteracdes genéticas via mutagénesarmsfiormacao (TRIPATHI; TRIPATHI,
2003; VANISREEet al, 2004).
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Em relacdo aos efeitos genotdxicos das substapcesentes nos extratos da espécie
estudada, os resultados obtidos nesse trabalhond&nanm, por um lado, que os extratos
aquosos, dependendo da concentracdo utilizadajggassomponentes em niveis capazes de
induzir lesdes do tipo quebra na molécula do DNégtak lesbes, além de poderem acarretar
inativacdes celulares, também possuem potencigidadtagénica (FRIEDBERGt al,
2006), justificando a necessidade de aprofundamdaestes estudos em outros modelos

experimentais, como, por exemplo, em bactériasutaséeucarioticas.

Por outro lado, muitos estudos, atualmente, esigadbs na investigacdo comparativa das
atividades antioxidantes das plantas medicinaisMKB et al, 2010). A maioria dos
compostos antioxidantes ativos sao fenois, flavdegjiisoflavonas, flavonas e antocianinas e
uma relacéo direta entre atividade antioxidantenepostos fendlicos de extratos vegetais tem
sido relatada por muitos pesquisadores (SHARIFIF&Ral, 2009; GOLLUCKEet al,
2008;. DUet al, 2009;. CONFORTEt al, 2009;. CHIRINOS:t al, 2008). A capacidade de
diferentes extratos vegetais de protegerem DNAnptHal superelicoidizado contra os
efeitos deletérios de agentes quimicos que indugerhrar nessa molécula, pode ser avaliada
por um teste que detecta e revela alteracbes darow@mtao estrutural de plasmideos. Esse
teste tem sido muito empregado, com diversas ntagiies, para avaliar a potencialidade
antigenotdxica de inUmeras espécies vegetais (DANdAal, 1999; DE MATTOSet al,
2000; LEEet al, 2002; KUMARet al, 2010). A adicdo de um oxidante na mistura deaea
pode resultar na formacéo de radicais hidroxil (Qb atacam/reagem com a fita dupla do
DNA produzindo as lesdes de quebra simples e dufitasmas Il e Ill). E possivel
acompanhar a ocorréncia e o tipo da lesdo (quebmales ou dupla) pela intensidade e
posicdo das bandas produzidas no gel. Dessa formbarmla relativa ao DNA
superhelicoidizado torna-se menos intensa quand®@NA foi quebrado as bandas

caracteristicas dessa forma de lesdo ficam maissas.

Na avaliacdo da potencialidade antigenotOxica, eanlos experimentos comparativos
com os extratos de plantas de diferentes origeadartham sido conclusivos, 0s géis seréo
refeitos tdo logo o fornecimento de SpGeja normalizado. Entretanto, na primeira etapa
deste trabalho, a alteracdo na posicao da bandkaobin relacdo ao DNA lesado pelo cloreto
estanoso, demonstrou um efeito protetor do extEdses experimentos, além de fornecerem
informacBes sobre a potencialidade antigenotoxaapém indicaram que, com relacdo ao
agente lesivo utilizado (Sng}] reconhecidamente indutor de lesbes oxidativas xtrates

em estudo apresentam um potencial antioxidante.
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Os antioxidantes ajudam o organismo a combatetresss oxidativo, evitando os danos
causados pelos radicais livres e Espécies Reatiga®xigénio (ERO). Esse mecanismo,
presente em muitas espécies vegetais, tem sidocapemeitado pela civilizacdo de modo a
reduzir o risco de doencas cronicas e preveniragpsoigressao, promovendo uma melhoria
natural nas defesas antioxidantes do corpo ou @mngitando a dieta com antioxidantes
(STANNERZet al, 2004).

Nesse contexto, a quimioprevencdo contra o carsaerdo abordagens antioxidantes tem
sido estimulada por oferecer um potencial de ingmbels beneficios para a saude publica, e
tem sido considerada, por muitos pesquisadores) cona estratégia fundamental para inibir,
retardar ou até mesmo reverter o processo de ogéanese (SHUREIQat al, 2000.; TSAO
et al, 2004). EmP. alliaceg a atividade antineoplasica, ja constatada deaigoesenca de
polissulfetos (ROSNERet al, 2001, MATA-GREENWOODet al, 2001, RUFFAet al,
2002), poderia ser potencializada por derivado®B& (OKADA et al, 2008), e também
devido a presenca de diferentes substancias do giagpflavondides como constatado neste

trabalho.

Os extratos de ervas medicinais sdo o0s antiox@damtaturais mais estudados
(YANISHLIEVA et al, 2006) e a literatura revela uma relacdo direttieea atividade
antioxidante e os compostos fendlicos totais, m&® 8empre a presenca de polifenois
asssegura a atividade antioxidante de um extrato. définicdo, um antioxidante deve
satisfazer duas condicbes basicas (HALLIWELL, 1990) quando presentes em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato a ser oxmadkm atrasar, retardar ou impedir a
autoxidacdo mediada por radicais livres, (ii) odicais formados apds a primeira etapa
devem ser estéveis atravées de ligacdo com hidrogémnamolecular, em oxidacdo adicional
(SHAHIDI et al,, 1992).

Em geral, a eliminacdo de radicais livres € umaidstde antioxidante dos compostos
fendlicos (flavondides, acidos fendlicos) e depepdecipalmente do nimero e posicao dos
hidrogénios a serem doados, no extrato. Acredigusemilhares desses compostos ocorram
em plantas medicinais. Por exemplo, mais de 4.Qfxs tde flavondides e centenas de
cumarinas e lignanas ja foram relatadas como cawgaoe ocorréncia natural (IWASHINA,
2000; XIAOet al, 2000).
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Finalmente, neste trabalho, além dos estudos catingss acerca dos perfis fitoquimicos
e potencialidades genotdxica/antigenotoxica fodenciada a importancia de se integrar as
etapas de estabelecimento da producéo biotecnaldgiplantas medicinais, desde a coleta e
identificacdo, com a caracterizacdo botanica, dibogca, farmacologica e molecular. A
caracterizagdo das matrizes e a possibilidade dieagfo de diferentes métodos de
monitoramento do material produzido na cultura,gead garantir a producéo in vitro desse

material, de forma segura, visando aplicacdo nasimich farmacéutica.
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6 CONCLUSOES

» A andlise fitoquimica evidenciou diferencas na pg@b de flavonoides entre as
plantas oriundas de diferentes regides do Rio deirda sendo que as plantas oriundas de
Niter6i e Marechal Hermes apresentaram a maiorsll@de quimica nesse grupo. Apesar
das variagbes morfoldgicas e fitoquimicas obsewjaibalas as amostras foram identificadas

comoPetiveria alliaceal.

» As amostras d@. alliaceacoletadas no campo (Magé, Niter6i, Mal. Hermesila V
Isabel) foram introduzidas na cultura constituimiferentes linhagenms vitro e vém sendo

mantidas através de subculturas mensais.

» Foi estabelecido um protocolo eficiente para miid@gao, a partir de explantes de
apices caulinares, cultivados em presenca de BABM,+ ANA 0,54 uM, que possibilitou a

obtencdo, em média, de 8 brotos por explante.

» A avaliacdo fitoquimica das plantas em cultura Po€ evidenciou que dependendo

da fase movel utilizada, diferentes substanciasdeidificadas

» A técnica de CG MS permitiu a identificacdo de amrsubstancias em extratos de
plantas de campo (tocoferol, fitol e trans-esqu@leimclusive dibenzil-dissulfeto, produto do

metabolismo de petiverinas, de ocorréncia exclusivaspécie estudada.

» A avaliagdo do potencial genotoxico de extratosoags de plantas de campo, de
diferentes origens, demonstrou a ocorréncia deagfies na topologia do plasmideo, variando

diretamente em funcdo da concentracdo, do genétijmoambiente.

» A avaliacdo do potencial genotoxico de extratopldatasin vitro demonstrou que
todas as amostras testadas causaram alteracdesohagta do plasmideo, variando apenas

em funcéo da concentracéao.

» A avaliacdo do potencial antigenotoxico do extratmoso de plantas de campo e
plantasin vitro demonstrou um efeito protetor, diretamente prdpoet a concentragdo
utilizada de extrato.
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PERSPECTIVAS

>

>

Otimizacao da micropropagacao das plantas proviesietas regides estudadas;

Estabelecimento de metodologias para conservec&itro do germoplasma de.

alliaceal.;

Estabelecimento de metodologias para o monitoramegenético das plantas

produzidas e/ou conservadas in vitro;
Complementacado da andlise fitoquimica dos extddggqdantas produzidas na cultura;
Complementacdo da avaliacdo comparativa da potielacia antigenotéxica;

Estudos acerca da potencialidade mutagénica de#eats extratos aquosos;
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