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RESUMO

SAAVEDRA-DE-PAULA, A. M. Culturas de raizes de Cleome dendroides Schult & Schult f. e
caracterizacdo quimica de materiais obtidos in vitro e coletadas a campo. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

As plantas sdo importante fonte de moléculas bioativas cuja sintese normalmente ocorre em baixas
concentracdes. Desta forma, para a exploracdo comercial destas moléculas, ha a necessidade do uso de
grandes quantidades de material botanico, o que, muitas vezes, torna o processo pouco eficiente, além de
comprometer a existéncia das espécies. Esta questdo pode ser minimizada pela aplicacdo das técnicas de
cultura de tecidos vegetais, pelas quais é possivel a producédo in vitro de metabolitos de interesse. Dentre
essas técnicas, destacam-se as culturas de raizes, que apresentam grande potencial para a producdo de
moléculas bioativas, principalmente por serem culturas constituidas de células diferenciadas. Desta forma,
o0 presente trabalho teve por objetivos: 1) avaliar o efeito de diferentes fatores fisicos e quimicos sobre o
crescimento de culturas de raizes e 2) realizar a caracterizacdo quimica de Cleome dendroides, espécie
endémica da Mata Atlantica. Para tal, plantas propagadas in vitro foram utilizadas como fontes de explantes
radiculares. Os fatores avaliados ao longo do trabalho foram: tamanho dos explantes (0,5; 1,0; 1,5 cm),
luminosidade (escuro; fotoperiodo 16h luz/8h escuro), concentracdo de sais minerais totais do meio de
cultura MS (MS1/4; MS1/2; MS; 2MS), concentragdo de sacarose (10; 20; 30; 50; 70; 90 g.L™?%), valor
inicial de pH do meio de cultura (5,0; 5,8; 6,0; 6,5; 7,2) e velocidade das mesas giratorias orbitais (60; 110;
130; 160 rpm). Os experimentos foram realizados em meio sem suplementacdo hormonal (MS0) ou na
presenca de 3,0 mg.L* de AIB. O acimulo de biomassa foi quantificado pela afericdo do peso de matéria
seca apos 45 dias em cultivo. Com relacdo a caracteriza¢do quimica, foram avaliados materiais produzidos
in vitro (plantas e culturas de raizes) e in vivo (plantas coletadas a campo), considerando duas metodologias
para o preparo dos extratos (maceracdo dindmica e maceracdo acelerada por ultrassom), sendo as analises
realizadas por técnicas cromatograficas. Os resultados mostraram que o meio com suplementacdo de AlB
acarretou em maior produgdo de raizes, quando comparado ao meio MS0O. O tamanho dos explantes
influenciou a proliferacdo de raizes apenas para as culturas mantidas no escuro. Entretanto, a presenca de
luz induziu uma maior capacidade de multiplicagdo das raizes. Desta forma, as culturas passaram a ser
realizadas com explantes de 0,5 cm, em meio suplementado com AIB e mantidas na presenca de luz. A
reducdo na concentracdo de sais minerais do meio influenciou de forma positiva o crescimento das culturas,
com maior acimulo de biomassa em meio MS1/4. O mesmo foi verificado quando a concentracdo de
sacarose foi elevada para 70 g.L%. A elevagdo do valor de pH inicial do meio de cultura para 6,5, assim
como a manutencdo das culturas em mesas giratérias numa velocidade de 130 rpm, também favoreceram a
multiplicacdo das raizes. O emprego das melhores condi¢Bes descritas acima em um Unico protocolo de
cultura se mostrou uma estratégia eficiente para a manutencéo da capacidade de multiplicagdo das raizes de
C. dendroides ao longo do tempo em cultivo. Com relagdo a caracterizacdo quimica, a extracdo por
maceracao dindmica se mostrou mais eficiente para a maior parte dos extratos avaliados, tanto no que se
refere & variedade de substancias extraidas, quanto na concentragdo relativa das mesmas. As analises em
CCD sugeriram a presenca de substancias das classes das saponinas e flavonoides. As anélises em CLAE-
DAD-UV mostraram, principalmente, a presenca de flavonoides nos diferentes materiais avaliados. Os
resultados alcancados demonstram o éxito do protocolo definido para a produgdo de raizes in vitro de C.
dendroides empregando plantas propagadas in vitro como fonte de explantes, além de fornecer informagdes
guanto as suas propriedades quimicas que poderdo servir de base para estudos do potencial medicinal da
espécie.

Palavras-chave: Cleomaceae; Concentracdo salina, cromatografia, pH, sacarose, velocidade de agitacéo.



ABSTRACT

SAAVEDRA-DE-PAULA, A. M. Root culture of Cleome dendroides Schult & Schult f. and chemical
characterization of in vitro materials and field-grown plants. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2017.

Plants are an important source of bioactive molecules whose synthesis usually occurs at low
concentrations. The need to use large amounts of plant material for the commercial exploitation of these
molecules makes the process less efficient and can compromises species conservation. This issue can be
minimized by the application of plant tissue culture techniques through which in vitro production of
metabolites of interest is possible. Among these techniques, the adventitious root cultures have great
potential for bioactive’s production because roots are constituted by differentiated cells. This study aims to:
(1) evaluate the effect of different physical and chemical factors on in vitro root multiplication, and (2) to
perform the chemical characterization of Cleome dendroides, an endemic herbaceous species of the
Atlantic forest. As source of explants were used in vitro propagated plants. The parameters tested were:
explant size (0.5; 1.0; 1.5 cm), light (dark and 16:8 hrs photoperiod), the medium total mineral salts
(MS1/4; MS1/2; MS; 2MS), the sucrose concentration (10; 20; 30; 50; 70 ; 90 g.L1), the culture medium
pH (5.0; 5.8, 6.0, 6.5 and 7.2) and agitation speed (60; 110; 130; 160 rpm). The explants were cultured in
MS medium without hormone supplementation (MSO) or in the presence of 3.0 mg.L* of IBA. The
accumulation of biomass was quantified by measuring the dry weight after 45 days in culture. The chemical
characterization was performed with in vitro materials (plants and root cultures) and field-grown plants,
considering two methodologies of extraction (dynamic maceration and ultrasound-accelerated maceration)
and chromatographic analyses. The results showed that the supplementation with AIB increased the
production of roots when compared to cultures kept in MS0. Size of the explants influenced root
proliferation only for cultures kept in the dark. However, the presence of light favored root multiplication.
Considering the results obtained in these first assays, for the continuation of studies were selected explants
with 0.5 cm cultured on medium supplemented with 3.0 mg.L* AIB in the presence of light. The reduction
in the total minerals salt concentration has a positive effect in root multiplication, mainly on MS1/4. The
same response was observed when the sucrose concentration was raised to 70 g.L*. The increase of the
initial pH value of the culture medium to 6.5, as well as maintenance of cultures under a speed agitation of
130 rpm, also favored the process of roots multiplication. The use of the best conditions described above in
a single culture protocol proved an efficient strategy to maintain the multiplication capacity of roots over
time in culture. Considering the chemical characterization, for most of the extracts evaluated, the dynamic
maceration was more effective. The CCD analyses suggested the presence of saponins and flavonoids. The
analyses in HPLC showed, mainly, the presence of flavonoids. The results demonstrated the feasibility in
the production of in vitro root cultures of C. dendroides using in vitro propagated plants as source of
explants. In addition showed its chemical profile, important information for studies related to the medicinal
potential of the species.

Keywords: Cleomaceae; chromatography, in vitro culture, pH, saline concentration, speed agitation,
sucrose
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INTRODUCAO
1.1 Plantas medicinais

Os registros da utilizacdo de plantas medicinais pelo homem remontam antigas
civilizagbes, desde 3.000 a.C., como os chineses, egipcios, assirios e hebreus (MARTINS,
1994). Entretanto, o uso de plantas na medicina tradicional ou popular, na grande maioria das
vezes, ndo é respaldado por estudos cientificos (PEDROSO et al., 2007; ARNOUS et al.,
2005). Um exemplo caracteristico trata da espécie Cassia grandis (Fabaceae), indicada na
medicina popular da Tailandia para o tratamento de doengas gastrointestinais e na cura de
Ulceras, sendo sua casca utilizada como cicatrizante e a resina presente na vagem, no
tratamento de dores de ouvido (JUNIOR-VEIGA et al., 2005). Entretanto, pesquisas
demonstraram que sua vagem ¢é tdxica, podendo causar fortes diarreias (VILELLA et al.,
2000).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que
65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados bésicos de satide (JUNIOR-VEIGA et al., 2005).
Este dado demonstra a relevancia das pesquisas em produtos naturais vegetais e a importancia
do desenvolvimento tecnoldgico para avaliacdo das propriedades medicinais dessas espécies,
somadas ao conhecimento popular (KYOSHABIRE et al., 2017).

O Brasil apresenta um enorme potencial a ser explorado na area dos produtos naturais
devido a sua grande biodiversidade. Nesse sentido, diretrizes do Ministério da Saude
determinaram a investigacdo das plantas medicinais e a implantacdo da fitoterapia como
prética oficial no Sistema Unico de Salde (SUS), politica aprovada por meio do Decreto n°
5.813, de 22 de junho de 2006. Entretanto, para que essa inclusdo ocorra é essencial que 0s
profissionais da area de saude conhecam e tenham acesso a informacgdes, ndo sO sobre as
atividades farrmacoldgicas, como também sobre os efeitos toxicos das plantas medicinais
(SANTOS et al., 2011).

Embora seja reconhecida a importancia das plantas medicinais como alternativa

terapéutica, esses recursos ainda exigem a aplicagdo de estratégias de conservagdo
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considerando que espécies de interesse medicinal vém sendo retiradas do ambiente de forma
extrativista sem controle ou fiscalizacdo. Estudos tém demonstrado que a exploracdo dessas
espécies tem sido realizada sem a preocupacao com o0 manejo adequado, ou mesmo seu status
de conservacdo, com vistas ao aproveitamento das substancias de interesse (ALMEIDA,
ALBUQUERQUE, 2002).

1.2 Metabolitos secundarios

Uma variedade de substancias quimicas € sintetizada pelos vegetais, sendo
classificadas como metabolitos primarios e secundarios. Sdo considerados metabolitos
primarios aqueles envolvidos nos processos fisiologicos essenciais, como por exemplo,
fotossintese, respiracdo, crescimento, desenvolvimento e sintese proteica. Ja o metabolismo
secundario esta relacionado a reagdes, derivadas muitas vezes do metabolismo primario, que
dao origem a substancias que conferem protecdo e adaptacdo do organismo ao seu ambiente,
como por exemplo, defesa contra herbivoros e microrganismos, protecdo contra raios UV,
atracdo de animais dispersores de sementes (RAVEN et al., 2014; GANDHI et al., 2015), além
de servirem como atrativos para polinizadores (GONZALEZ-TEUBER; HEIL, 2009). Essas
substancias, atuam no sistema de defesa dos vegetais as condi¢des naturais adversas, e muitas
vezes apresentam atividades bioldgicas (BAENAS et al., 2014), sendo, desta forma, utilizadas
pelo homem no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, nutracéuticos e agroquimicos,
assim como na elaboracdo de fragréncias, corantes, pigmentos e conservantes para alimentos
(JIMENEZ-GARCIA et al., 2013; FAZAL et al., 2014). Os metabdlitos secundarios podem
ser classificados em diferentes classes quimicas, como exemplo os alcaloides, terpenos e
flavonoides.

Os alcaloides séo substancias ciclicas que contém um atomo de nitrogénio em um
estado de oxidacgdo negativo. Esta classe é representada por um grande nimero de substancias
estruturalmente muito diversas. Esta diversidade deve-se ao fato de a origem biogenética dos
alcaloides n&o ser restrita a uma rota metabolica, havendo uma combinacdo de substancias

oriundas de uma ou mais rotas metabélicas distintas. Desta forma, classificam-se os alcaloides
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de acordo com os sistemas de anéis que constituem a parte principal de suas estruturas (Figura
1), como por exemplo, indolicos, quinolinicos, isoquinolinicos, benzilisoquinolinicos, dentre
outros. Estas moléculas muitas vezes tém efeitos farmacoldgicos relacionados ao sistema
cardiovascular (ANDRAWS et al., 2005) e ao sistema nervoso central (SURH; KIM, 2010).
Sdo exemplos de alcaloides a cocaina e a atropina, usadas como estimulantes, a morfina,
utilizada como analgésico e a quinina, farmaco usado como relaxante muscular (DE
OLIVEIRA; SZCZERBOWSKI, 2009; DE UGAZ, 2017).

Figura 1- Principais estruturas constituintes de alcaloides.
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Fonte: Adaptado de HENRIQUES et al. (2010)

Terpenoides sdo substancias formadas a partir da condensacao de unidades isoprénicas
(Figura 2) provenientes da via do acetato-mevalonato. Os esqueletos carbonados dos
terpenoides, em funcdo da condensacdo de um ndmero varidvel de unidade isoprénicas,
podem ser classificados em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30), tetraterpenos (C40). Os mono e sesquiterpenos sdo as principais substancias
que compBem as misturas chamadas 6leos volateis, muito utilizados no setor industrial de
alimentos como condimentos e aromatizantes; de cosméticos, principalmente em perfumes; de
produtos de higiene e farmacéutico, em preparo de infusdes e na aromatizacdo de formas
farmacéuticas (SINGH; SHARMA, 2015).
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Figura 2- Estrutura quimica do isopreno.
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Fonte: SIMOES; SPITZER (2010)

Dentre os triterpenos de origem vegetal, destacam-se as saponinas triterpénicas, que
sdo glicosideos de terpenos policiclicos. As saponinas também podem ser glicosideos de
esteroides. Essas substancias se caracterizam por suas propriedades tensoativas em funcéo de
sua estrutura que apresenta uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esteroide) e
outra parte hidrofilica (acucares). Desta forma, quando em solucdo, as saponinas formam
espuma persistente e abundante. As saponinas apresentam diversas atividades bioldgicas,
como antioxidante, antineoplésica e imunoestimulante (NEGI et al., 2013), e tém sido
empregadas na industria farmacéutica ndo s6 como substéncias ativas, mas também como
adjuvantes em formulacdes farmacéuticas (SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2004).

Os flavonoides sdo representados por produtos naturais amplamente distribuidos no
Reino Vegetal, caracterizados por um esqueleto basico constituido por dois anéis aromaticos
conectados por uma ponte de trés atomos de carbono (Figura 3). Esse grupo quimico provém
de duas rotas biossintéticas: a do acido chiquimico e a do acetato, sendo seus componentes
classificados de acordo com suas estruturas moleculares em: flavonois, flavonas, flavanonas,
isoflavonas, catequinas, antocianinas e chalconas. Os flavonoides possuem diversas fungoes
nos vegetais, como protecdo contra raios UV, protecdo contra insetos, fungos, virus e
bactérias, e ainda como agentes alelopaticos. O interesse econdémico por esta classe de
substancias decorre de suas propriedades farmacoldgicas, dentre elas, antitumoral,
antioxidante, antiviral (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).
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Figura 3- Esqueleto basico dos flavonoides.

Fonte: ZUANAZZI ; MONTANHA (2010)

Inmeros metabolitos secundarios tém sido utilizados como principios ativos na
elaboracdo de medicamentos. Para obtencdo dessas substancias € necessario estabelecer
metodologias de extragdo, purificacédo, identificacdo e elucidacéo estrutural (FALKENBERG
et al., 2010; SCHENKEL et al., 2004). Estudos fitoquimicos tém o intuito de conhecer a
composicao quimica de espécies vegetais, isolar e avaliar atividades bioldgicas de substancias
de interesse comercial ou medicinal, contribuindo desta forma com a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos (NOLDIN, 2003; CAVALHEIRO, 2009).

Dentre as técnicas utilizadas para separacdo de substancias, a cromatografia tem sido
uma ferramenta extremamente eficiente. A Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a
Cromatografia em Fase Gasosa (CG) e a Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE-DAD-UV) permitem obter informagdes sobre a presenga de constituintes em extratos
brutos e também servem para direcionar as operacdes de fracionamento visando ao
isolamento de substancias de interesse (FALKENBERG et al., 2010; SCHENKEL et al.,
2004).

Os métodos de elucidacdo estrutural mais frequentemente aplicados tém sido a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a Espectrometria de Massas (EM). O uso de
técnicas cromatogréaficas acopladas as técnicas de elucidacdo estrutural, como a cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-DAD-
UV/UV/EM) ou de ressonancia magnética nuclear (CLAE-DAD-UV/RMN), tem permitido
acelerar a busca por novas substancias bioativas (FALKENBERG et al., 2010; SCHENKEL

et al.,, 2004). Considerando a relevancia dessas metodologias na pesquisa de plantas
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medicinais e exploracdo de metabdlitos secundarios, muitas tém sido empregadas nos estudos

de substancias bioativas produzidas in vitro (ALVES et al., 2010).

1.3 Cultura de tecidos vegetais

As técnicas de cultura de tecidos vegetais (CTV) consistem em um conjunto de
metodologias de cultivo in vitro de células, tecidos ou 6rgdos, em condi¢des controladas
(HUSSAIN et al., 2012). Essas técnicas baseiam-se na totipoténcia das células vegetais, ou
seja, na capacidade que estas células mantém de regenerar parte ou todo o organismo, mesmo
apos sua diferenciacdo (TERMIGNONI, 2005). As técnicas de CTV (Figura 4) apresentam
diversas aplicacGes, como a multiplicacao de plantas em larga escala, a eliminacdo de virus, o
melhoramento vegetal, a conservacdo de germoplasma in vitro e a producdo de metabdlitos
secundarios (CANHOTO, 2010; ANASTACIOL et al., 2011; ABDULLAHIL et al, 2012;
THORPE, 2012). Estas técnicas também contribuem com os estudos relacionados aos
mecanismos moleculares, bioquimicos, genéticos e fisiologicos do desenvolvimento de
orgaos e tecidos vegetais (GUERRA; NODARI, 2006).

Uma das técnicas mais utilizadas € a micropropagacao, que consiste na proliferacdo de
plantas sob condi¢des controladas e assépticas a partir de um pequeno fragmento de tecido
vegetal, denominado explante. Essa técnica permite obter clones da planta matriz livres de
patégenos, em um curto espaco de tempo e independente de variacdes climaticas e sazonais
(TERMIGNONI, 2005). A micropropagagdo pode ser alcangada por trés vias: a proliferacéo
de meristemas pré-existentes, onde as gemas sdo estimuladas a crescer originando novas
partes aéreas; a inducdo de gemas adventicias a partir de tecidos que apresentam potencial
morfogénico, mas que em geral ndo se expressa na planta em condi¢fes naturais, processo
denominado de organogénese, e através da embriogénese somatica, caracterizada pelo
desenvolvimento de embrides a partir de células somaticas (GEORGE et al., 2008).
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Figura 4- Técnicas de cultura de tecidos vegetais.
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A organogénese e a embriogénese podem ocorrer por via direta ou indireta. Na via
direta, as células do explante sdo induzidas a desdiferenciacdo celular, seguido do processo de
rediferenciacdo, dando origem a partes aereas e/ou raizes (organogénese) ou embrides
somaticos (embriogénese somatica). No caso da via indireta, as células do explante passam
por desdiferenciacdo, e, em seguida, por uma fase com intensa proliferacéo celular, resultando
em uma massa de células desorganizadas denominada de calo, que pode sofrer
rediferenciacdo ou entdo, manter-se na condicdo de células desorganizadas (RAVEN et al.,
2014). A partir dos calos, pode-se estabelecer as chamadas culturas de células em suspenséo,
gue consistem em células individuais ou agregados celulares inoculados em meio liquido

mantidos sob agitacdo para fornecer aeracdo adequada (GUERRA; NODARI, 2006).
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Outra técnica empregada no cultivo vegetal in vitro € a cultura de 6rgaos, sendo esse 0
termo que engloba as culturas que preservam a estrutura basica do explante inicial, com um
crescimento organizado que pode ser continuamente mantido. S&o exemplos de culturas de
orgdos: culturas de meristema, onde normalmente é utilizado o &pice como explante inicial
dando origem a uma nova planta, culturas de embribes e culturas de raizes (GEORGE et al.,
2008). Todos esses sistemas podem ser utilizados na producéo in vitro de plantas medicinais e

de metabolitos secundarios.

1.3.1 Cultura de tecidos vegetais aplicada as plantas medicinais

O cultivo de plantas medicinais em condi¢cGes de campo estd sujeito as variacfes
climéticas, ataque de patdgenos, assim como a propria acdo antrépica, 0 que muitas vezes
dificulta a producdo de material com qualidade e quantidade necessarias para atender a
diferentes demandas. Ja a producdo de plantas medicinais pelas técnicas de cultura de tecidos
vegetais possibilita a obtencdo de forma continua e controlada de material botanico e de
metabolitos de interesse, permitindo o cultivo em qualquer época do ano, independentemente
das condi¢des climaticas, e sem a necessidade de extrativismo no ambiente natural. Desta
forma, a producdo in vitro contribui para a manutencdo das espécies medicinais em seu
habitat (RAVEN et al., 2014).

A aplicacdo das diferentes técnicas de cultura de tecidos vegetais na producdo de
substancias de interesse comercial, com destaque para o0 uso medicinal, tem sido bastante
difundida. Entretanto, uma caracteristica importante relacionada a sintese dos metabolitos
secundarios pelas células vegetais, trata, muitas vezes, da necessidade da presenca de
organizacdo estrutural dos tecidos para a sintese e armazenamento dessas substancias
(VERPOORTE; ALFERMANN, 2000). Neste sentido, as técnicas de cultura que envolvem
tecidos diferenciados (culturas de 6rgdos, como brotos e raizes, além de embrides) podem ser
vantajosas para a produgdo dessas substancias quando comparadas as técnicas onde sdo

empregados tecidos indiferenciados, como calos e culturas de células em suspenséo.
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1.3.2 Culturas de raizes

Frequentemente, a raiz é a primeira estrutura a surgir da semente durante o processo
de germinacdo, possibilitando a plantula fixar-se no solo, permitindo assim a absor¢do de
agua e sais minerais, além de conducdo e armazenamento de substancias presentes no solo
(RAVEN et al., 2014). Pela sua propria localizacdo no vegetal em contato com o
solo/substrato, as raizes sdo fontes de muitas substancias bioativas, principalmente
empregadas na defesa contra a agdo de microrganismos (REIS et al., 2011), e desta forma, o
seu cultivo in vitro apresenta-se como uma importante estratégia de producdo de metabolitos
vegetais de interesse comercial (GAO et al, 2005, RAMACHANDRA RAO;
RAVISHANKAR et al., 2002; MURTHY et al., 2016). Além disso, muitas vezes, as raizes
multiplicadas in vitro apresentam uma alta capacidade proliferativa, o que pode resultar em
maiores taxas de producdo de metab6litos em um menor periodo de tempo, com a
possibilidade de modulacdo da producao dos metabolitos (MURTHY et al., 2008).

As culturas de raizes in vitro podem ser iniciadas a partir de diferentes partes dos
vegetais, sendo bastante utilizados os segmentos de folhas, caules e raizes (NANDAGOPAL,
KUMARI, 2007; HUSSAIN et al., 2012). Mas também podem ser iniciadas a partir de
culturas de calos (LUDWIG-MULLER et al 2005). Entretanto, o uso de raizes produzidas in
vitro como fonte de explantes apresenta a vantagem de ndo ser necessario eliminar a planta
matriz (FRANKLIN; SHEEBA; LAKSHMI SITA, 2004). Além disso, uma mesma planta
mantida em estoque in vitro pode servir para o fornecimento de explantes radiculares por um
longo periodo de tempo.

Diversos fatores influenciam a producdo de raizes in vitro. Dentre eles, destaca-se o
balanco hormonal, sendo as auxinas o principal grupo de fitohorménios utilizado para a
inducdo de raizes. As auxinas estdo envolvidas em uma grande gama de efeitos fisioldgicos,
atuando com destaque no alongamento celular e enraizamento. Sua interagdo sinergistica
evidenciada com horménios da classe das citocininas esta relacionada a regulagdo do processo
de divisdo celular (TAIZ; ZEIGER, 2004). Dentre as espécies vegetais para as quais auxinas

sdo essenciais @ multiplicacdo de raizes in vitro, estdo algumas espécies do género Cleome,
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como C. rosea (SIMOES et al., 2009; CORDEIRO et al., 2015) e C. spinosa (MORAES,
2015).

Embora a suplementacdo hormonal seja muito empregada na indug¢do da multiplicacao
de raizes in vitro, outra estratégia que pode ser utilizada, que dispensa 0 uso de
fitorreguladores, é a transformacgdo genética via Agrobacterium rhizogenes. Através desta
metodologia sdo produzidas as chamadas hairy roots ou raizes em cabeleira, que se
caracterizam por apresentarem um rapido crescimento (KARUPPUSAMY, 2009; RON et al.,
2014).

Entretanto, a obtencdo de cultura de raizes ndo transformadas, as chamadas raizes
adventicias, € muito desejavel, ja que propicia a multiplicacdo sem a necessidade de alteracao
no genoma da planta (MARTIN et al., 2008). Muitos estudos tém sido realizados visando ao
estabelecimento de protocolos de multiplicacdo de raizes in vitro ndo transformadas a partir
de diversas especies vegetais (MURTHY; HAHN; PAEK, 2008; CUI et al., 2010; CASTRO,
2015). Diferentes estratégias tém sido avaliadas, como o uso de biorreatores (BAQUE et al.,
2012; HENKES, 2016), a manipulacdo de fatores quimicos e fisicos, tais como, varia¢do no
tamanho inicial do explante, luminosidade, pH, concentragdo de sais minerais, concentragdo
de sacarose, velocidade de agitacdo, além da avaliacdo do efeito da suplementacdo hormonal
ao meio de cultura (GUERRA; NODARI, 2006; GEORGE et al., 2008).

O tamanho do explante é um fator que pode ser determinante no processo de
estabelecimento de sistemas in vitro, como as culturas de raizes. Segundo Hartmann e
colaboradores (1997), o tamanho do explante tem relagdo direta com as divisoes celulares,
apresentando, desta forma, uma grande influéncia na sobrevivéncia e capacidade de
crescimento das culturas.

A presenca de luz também pode influenciar o acimulo de biomassa nas culturas in
vitro (KOZAI, 1991; KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999). Apesar de as taxas de fotossintese
em culturas in vitro serem consideradas baixas (VINA et al., 1999) para a maior parte das
espécies ja estudadas, a intensidade luminosa de 50 pmol.m2.s?, mantida com o emprego de
lampadas fluorescentes, tem sido a mais empregada para as culturas de raizes in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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O pH é um fator muito importante no preparo do meio de cultura, uma vez que ele
influencia na disponibilidade de nutrientes e fitorreguladores. Dependendo do pH utilizado,
pode ocorrer maior e melhor aproveitamento dos nutrientes pelo explante. como por exemplo
0 amonio, componente do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), valores de pH mais
baixos (&cidos) dificultam a utilizacdo do amonio, enquanto valores mais altos (basicos)
diminuem a utilizacéo do nitrato (MARTIN; ROSE, 1976; STREET; SHEAT, 1958). Durante
o0 crescimento da cultura de raizes, o pH do meio se altera a medida que diferentes ions sédo
absorvidos e os produtos metabolicos sdo dispersos no meio de cultura. A autoclavagem e a
estocagem também podem acarretar na acidificdo dos meios de cultura devido a perda de
algumas substéancias que se volatilizam em altas temperaturas (SKIRVIN et al., 1986).

Segundo George e colaboradores (2008), os microelementos e 0os macroelementos do
meio de cultura agem como sinais para a alteragdo da fisiologia da planta. Esta resposta fica
ainda mais evidente nas raizes, cuja principal funcdo é a captacdo de ions do solo. Desta
forma, nas condic@es in vitro, muitas vezes pode ser necessario um ajuste na concentracao de
sais minerais do meio de cultura, a fim de propiciar um melhor crescimento das culturas.

A sacarose € utilizada na maioria das culturas de tecidos como fonte de carboidrato em
substituicdo ao carbono que a planta obtém através do processo de fotossintese, uma vez que
este processo nas condi¢bes in vitro é reduzido. Além da sacarose, também podem ser
utilizadas outras fontes como manitol, dextrose e frutose (SAIMAN et al.,, 2012). A
concentracéo inicial de sacarose pode afetar parametros como o crescimento e a producéo de
metabdlitos secundarios, pois € de grande importancia nos processos metabolicos e na
composicao da parede celular (PASQUAL, 2001). Além disso, ela atua como agente osmético
gue pode induzir ao estresse nas culturas quando utilizada acima de determinadas
concentracdes (SHOHAEL et al., 2006). A concentracdo padréo utilizada no preparo do meio
de cultura MS, meio de cultura mais utilizado para cultura de tecidos vegetais ¢ de 30 g.L™.
Embora modificagcdes nesse valor possam beneficiar o cultivo in vitro (PASQUAL, 2001),
altas concentracGes de sacarose no meio, podem ser prejudiciais, por induzir a reducdo da
capacidade fotossintética das plantas (YAMADA; SATO, 1978). Tais fatos demonstram a
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importancia em se avaliar a concentracdo de sacarose empregada no meio de cultura, uma vez
que ela pode influenciar de forma significativa a producéo in vitro (BERNARDI et al., 2004).

Além dos fatores citados anteriormente, o acumulo de biomassa nas culturas de raizes
também pode ser influenciado pela origem do material boténico. Para algumas espécies,
culturas oriundas de raizes obtidas de plantas propagadas e mantidas in vitro apresentam
menor acumulo de biomassa quando comparadas a culturas provenientes de plantas obtidas a
partir de germinacédo sob condicdes in vitro (CASTRO, 2015; SCHNEIDERS et al., 2015).
Esta diferenca no potencial de multiplicacdo das raizes pode estar relacionada ao fato de que
as plantas recentemente germinadas, mesmo que em condicdes in vitro, apresentam um ritmo
de crescimento ativo, caracteristico de um desenvolvimento pds-seminal. Estudos anatdmicos
indicam diferencas histologicas entre estas duas fontes de materiais para fornecimento de
explantes, onde as plantas propagadas in vitro guardam mais semelhancas ao material adulto,
do que as plantulas da mesma espécie (ALBARELLO et al., 2001; MAYER et al., 2008). As
plantas propagadas e mantidas in vitro, estariam em uma condicdo fisiolégica mais estavel,
com um ritmo de crescimento ja estabilizado. Entretanto, o estabelecimento de culturas a
partir de plantas propagadas in vitro, apresenta vantagens, como o fato de ndo ser necessaria a
coleta frequente de sementes para o0 processo de germinagdo ou a frequente retirada de plantas
de seu ambiente natural (SCHNEIDERS et al., 2015). Além disso, o fato dessas plantas
estarem mantidas sob condicBes assépticas facilita os processos in vitro, uma vez que

dispensa a etapa de descontaminacao.

1.4 Género Cleome L.

O género Cleome, pertencente a familia Cleomaceae, contém de 180 a 275 espécies
encontradas em regibes tropicais e subtropicais da Africa, América, Asia e Oceania
(MISSOURI BOTANICAL GARDEN, 2017). No Brasil, encontram-se 21 espécies e duas
subespécies (MACIEL et al.,, 2013), as quais recebem o nome popular de mussambé
(COSTA-E-SILVA, 2000). As espécies do género tém importancia econémica e ornamental
devido as suas belas inflorescéncias, que se apresentam de diversas cores e tons (SIMOES et
al., 2009).
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Além da importancia ornamental, algumas espécies sdo utilizadas na medicina
popular. No Brasil, duas espécies apresentam registro de uso medicinal. Folhas da espécie C.
spinosa sdo utilizadas na regido nordeste na forma de cha e indicadas contra asma, tosse e
bronquite enquanto suas flores sdo indicadas contra febre (AGRA et al., 2007). Na Amazonia,
C. latifolia é usada na forma de infusdo, como analgésico e antitérmico (DI STASI,1994).
Outras espécies do género também apresentam amplo uso popular. Dentre essas destacam-se
C. gynandra e C. viscosa, espécies muito utilizadas na medicina tradicional da India e em
paises da Africa. O Gleo preparado a partir das sementes de C. gynandra é empregado no
tratamento de doencas da pele (DAS et al.,1999), e para o alivio da dor de dente (HEBBAR et
al., 2004) e tlcera peptica (TIWARI; PADHYE, 1993). Enquanto na forma de pd, as sementes
sdo utilizadas para estancar hemorragias (DAS et al.,1999). As folhas de C. gynandra também
apresentam uso popular, sendo utilizadas contra a febre decorrente da maléria (SINGH; AL,
1994). Com relacdo a espécie C. viscosa, suas sementes sdo popularmente utilizadas pelos
efeitos anti-helmintico, laxativo e anticonvulsivo (RAY; CHATTOPADHYAY, 1980). Além
disso, 0 sumo obtido de folhas é usado no tratamento de otites (CHOPRA et al., 1956) e dor
de dentes (SINGH, 1986).

Vérias espécies do género Cleome ja foram investigadas sob o ponto de vista
fitogquimico e farmacoldgico, apresentando grande potencial para exploracdo de metabolitos
secundarios (BALA et al., 2010; APARADH et al.,, 2012). Entre as diversas classes de
metabdlitos ja identificadas em Cleome sp. destacam-se glicosinolatos, flavonoides e
terpenos. Estas substancias ja foram identificadas em 24 espécies do género e estdo
relacionadas a diversas atividades medicinais, como por exemplo, antineoplasica, fungicida,
bactericida e nematocida (DAXENBICHLER et al., 1991; FAHEY et al., 2001; HALKIER;
GERSHENZON, 2006; APARADH et al., 2012). Outras propriedades medicinais ja
detectadas em espécies de Cleome sdo: atividades antinociceptiva (BOSE et al., 2011),
hepatoprotetora (GUPTA; DIXIT, 2009), anti-helmintica, analgésica, antiemética (PILLAI;
NAIR, 2012), antioxidante (NARENDHIRAKANNAN et al., 2005) e anti-inflamatéria
(NARENDHIRAKANNAN et al., 2007).
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Figura 5- Estrutura quimica basica de um glicosinolato.
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Fonte: Adaptado de SANTOS (2010)

1.5 Cleome dendroides Schult & Schult f.

Cleome dendroides é uma espécie endémica do bioma Mata Atlantica nos estados do
Rio de Janeiro e Espirito Santo, area de intensa atividade antropica, estando sua preservacdo
em iminente ameaca. Existem apenas alguns registros de ocorréncia da espécie em areas de
conservacdo, como no Parque Estadual da Serra da Tiririca (Niteroi), Parque Nacional da
Serra dos Orgéos (Teresopolis, Nova Friburgo e Petropolis), Parque Estadual de Paraty-Mirim
(Paraty) e Morro da Urca (Rio de Janeiro. Area Protegida - Tombamento Federal/73 e decreto
municipal 02/06/2006). Registros em areas urbanas da cidade do Rio de Janeiro datam de
1916, 1935 e 1957, nos bairros da Gavea, Recreio dos Bandeirantes e Grajau, respectivamente
(COSTA-E-SILVA, 2000; ANDREATA et al., 2008). Estes dados indicam a necessidade de
um levantamento e estudo floristico para que essa espécie seja incluida na lista vermelha de
espécies ameacadas.

Cleome dendroides possui hébito arbustivo, atingindo dois metros de altura. Apresenta
folhas compostas com cinco a onze foliolos e inflorescéncias vistosas (Figura 6), dispostas em
corimbo, de coloracdo roxa intensa (HOOKER, 1834; COSTA-E-SILVA, 2000).
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Figura 6 - Especime de Cleome dendroides ocorrente na trilha de acesso ao morro da Urca,

Rio de Janeiro.

Legenda: Detalhe da inflorescéncia. Barra: 3 cm. Foto: Claudia Sim&es Gurgel (UERJ).

Cleome dendroides vem sendo objeto de estudos inéditos sob o aspecto biotecnolédgico
e fitoquimico no Laboratério de Biotecnologia de Plantas (LABPLAN), que integra o Nucleo
de Biotecnologia Vegetal (NBV) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Ja
foram estabelecidos protocolos de micropropagacdo, calogénese e culturas de raizes, além da
avaliacdo fitoquimica de alguns materiais produzidos in vitro e de materiais coletados a
campo (CASTRO, 2015). Estudos comparativos da germinagdo sob condigdes in vivo e in
vitro também foram realizados, junto a outras espécies do género (CASTRO et al., 2014). Os
resultados ja alcancados demonstram o potencial de exploracdo da espécie aplicando

estratégias biotecnoldgicas e reforcam a importancia da continuidade desses estudos, visando
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estabelecer metodologias adequadas a exploracdo de metabdlitos de interesse produzidos sob

condigdes in vitro.

Diante do exposto, 0 presente estudo propOe avaliar o efeito de diferentes fatores
fisicos e quimicos no estabelecimento de culturas de raizes de Cleome dendroides, a partir de
plantas propagadas in vitro. Este trabalho da continuidade a avaliacdo da multiplicacdo de
raizes in vitro com a espécie, realizada utilizando explantes radiculares obtidos de plantas
oriundas do processo de germinagdo in vitro (CASTRO, 2015). O presente estudo visa 0
estabelecimento de um sistema eficiente que possa ser explorado para a producdo de
substancias bioativas de interesse, sem a necessidade de retirada de material botanico da
natureza. Adicionalmente, visa investigar a presenca de classes de metabolitos de importancia

medicinal no material in vitro, comparando ao material vegetal obtido em condic¢des naturais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estabelecer a cultura de raizes adventicias da espécie Cleome dendroides a partir de
plantas propagadas in vitro e realizar a caracterizacdo quimica dos materiais produzidos in

vitro e coletados a campo.

2.2 Especificos

v Avaliar a influéncia de fatores fisicos e quimicos na producdo in vitro de raizes
adventicias;

v’ Estabelecer a melhor condicdo para a multiplicacdo das raizes;

v" Monitorar a capacidade de multiplicacdo das raizes in vitro ao longo do tempo em
cultivo;

v’ Caracterizar os extratos e particdes pelas técnicas cromatograficas CCD, CLAE-
DAD-UV e CG.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos relativos ao cultivo in vitro foram realizados no Laboratério de
Biotecnologia de Plantas (LABPLAN), do Nucleo de Biotecnologia Vegetal (NBV), do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ). As analises fitoquimicas foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa em
Produtos Naturais (LPPN) do NBV/IBRAG/UERJ, na Central Analitica Fernanda Coutinho
do Instituto de Quimica (IQ) da UERJ, e no Laboratério de Toxicologia Ambiental - DCB -
ENSP — FIOCRUZ.

3.1 Material vegetal

O material botanico utilizado para dar inicio aos estudos encontra-se depositado no
Herbéario da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HRJ), sob o numero de registro HRJ
11.104.

O material de campo (folha, caule e raiz) foi coletado no Parque Estadual da Serra da
Tiririca, fragmento de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro, municipio de Niteroi, (22°
58'04" Se 43°01' 17" W).

Como material vegetal para o cultivo in vitro, foram utilizadas, como fonte de
explantes radiculares, plantas de Cleome dendroides propagadas in vitro em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo 30 g.L* de sacarose, solidificado com 8 g.L* de
agar e suplementado com 2 mg.L? de 6-benzilaminopurina (BA). Para a inducdo da
rizogénese, 0s brotos propagados in vitro foram transferidos para meio MS sem adi¢édo de
reguladores de crescimento (MSO0). Esta etapa foi realizada com base no trabalho de Castro
(2015). A manutencdo deste estoque de plantas in vitro foi realizada pelo subcultivo de
segmentos caulinares com 2 - 3 cm de comprimento para meio fresco de igual composicao a
cada 45 dias. As plantas foram mantidas em camara de crescimento a temperatura de 26 + 2

°C, sob fotoperiodo de 16 h, com intensidade luminosa de 45 pmol m2s™.
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3.2 Estabelecimento das culturas de raizes adventicias

As culturas de raizes adventicias foram iniciadas a partir de segmentos radiculares
desprovidos de raizes laterais, excisados da regido proxima ao caule (primeiros 2 - 3 cm a
partir do caule) de plantas propagadas in vitro com 45 dias. Os explantes foram inoculados em
frascos tipo erlenmeyer (50 mL), contendo 25 mL de meio de cultura MS liquido com adicéo
de 30 g.L de sacarose. As culturas foram mantidas em MSO ou em meio suplementado com
o fitorregulador &cido indolbutirico (AIB) na concentragdo de 3,0 mg.L™?, por se tratar da
suplementacdo hormonal que resultou na maior producdo de biomassa em trabalho anterior
com a especie (CASTRO, 2015).

O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (121°C por 15 min). Foram
inoculados quatro explantes por frasco, totalizando cinco frascos por tratamento (20
explantes). Os frascos foram vedados com tampa dupla de folha de aluminio e mantidos sob
agitacdo em mesas giratdrias orbitais a 110 rpm.

Para a determinacdo do acumulo de biomassa apds 45 dias em cultivo, as culturas
foram removidas do meio de cultura e secas em papel de filtro. A seguir, foram transferidas
para estufa a 45°C por 24 h, para a quantificacdo do peso de matéria seca (PS). Para a
determinacdo dos valores iniciais de biomassa, foram utilizadas 20 amostras de quatro
explantes, no tamanho usado para o inicio das culturas, que foram secas em estufa, conforme

metodologia descrita acima.

3.2.1 Avaliacéo de fatores fisicos e quimicos sobre o0 acimulo de biomassa nas culturas de
raizes

Inicialmente, foram avaliados o tamanho dos explantes e a influéncia da luminosidade
aplicada as culturas. Segmentos radiculares de 0,5; 1,0 e 1,5 cm foram inoculados nos meios
de cultura descritos acima. A influéncia da luz foi avaliada com a manutencdo das culturas
sob fotoperiodo de 16h luz/8h escuro e intensidade luminosa de 45 umol. m2.s?, gerada por

lampadas fluorescentes brancas, ou pela manutencgéo das culturas no escuro.
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Uma vez determinado o tamanho dos explantes a serem utilizados para iniciar as
culturas e as condicdes de luminosidade ideais, esses parametros passaram a ser utilizados nos
proximos ensaios experimentais, visando avaliar a influéncia de outros fatores fisicos e
quimicos sobre a capacidade de multiplicacéo das raizes.

O efeito da concentracéo total de sais minerais do meio MS foi avaliado pelo cultivo
dos explantes radiculares em meio com diferentes concentracdes desta composicdo salina,
conforme a seguir: concentracdo padrdo (MS), concentracdo reduzida em 50% (MSY),
concentracéo reduzida em 75% (MSY4) e o dobro da concentragdo padréo (2MS). Os ensaios
foram realizados tanto com a adi¢&o do hormonio AIB (3 mg.L™) ao meio de cultura, quanto
em meio MSO.

A fim de determinar a influéncia da concentracdo da fonte de carbono fornecida ao
meio de cultura sobre a capacidade de proliferacdo das raizes, foram estabelecidas culturas em
meio MS contendo diferentes concentragGes de sacarose (10; 20; 30; 50; 70; 90 g.L™%).

Para verificar a influéncia do pH do meio de cultura, o valor inicial deste parametro
foi ajustado para 5,0; 5,8; 6,0; 6,5 e 7,2. Ap0s a autoclavagem, porém antes do preparo das
culturas, a afericdo do pH foi novamente realizada, para verificar possiveis alteracGes
decorrentes da exposicdo do meio de cultura as altas temperaturas e pressao necessarias ao
processo de esterilizacao.

Para avaliar o efeito da velocidade de rotacdo aplicada as mesas agitadoras sobre a
multiplicagdo das raizes in vitro, as culturas foram mantidas em diferentes velocidades (60;
110; 130; 160rpm).

Uma vez determinadas as melhores condi¢Ges para a producao de biomassa com base
nos parametros acima descritos, as mesmas foram reunidas em um novo protocolo,
denominado MC (Melhores Condigdes). As culturas mantidas nesta formulacdo foram
acompanhadas por 90 dias, com subcultura realizada ap6s os primeiros 45 dias, visando
avaliar a manutencdo da capacidade de multiplicacéo in vitro das raizes ao longo do tempo em
cultivo. Para a realizacdo da subcultura, foi aplicada a mesma metodologia descrita acima, a

saber: quatro segmentos radiculares, retirados da cultura de origem e desprovidos de raizes
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laterais, inoculados em frasco erlenmeyer contendo meio fresco de igual composicdo. O

acumulo de biomassa foi avaliado como descrito anteriormente.

3.4 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata, com um ndmero amostral de 20
explantes para cada repeticdo. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05),
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5.00.

Para a comparacdo entre as culturas mantidas na condicdo controle e as culturas
mantidas no protocolo que reuniu as melhores condi¢c6es de crescimento foi aplicado o teste t

com o auxilio do programa estatistico GraphPad Prism 5.00.

3.5 Caracterizacao quimica

3.5.1 Material vegetal

Para as analises fitoquimicas foram utilizados materiais coletados a campo e obtidos
sob condigdes in vitro. O material de campo (folha, caule e raiz) foi coletado no Parque
Estadual da Serra da Tiririca, fragmento de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro,
municipio de Niteroi, (22° 58' 04" S e 43° 01' 17" W), em dezembro de 2015, quando as
plantas se encontravam no periodo de floracdo. O material produzido sob condicdes in vitro
consistiu da parte aérea e raiz de plantas propagadas in vitro, mantidas como estoque em meio

MSO0 e tambhém de culturas de raizes.

3.5.2 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos, 0s materiais vegetais (partes aéreas e raizes de plantas de
campo e de plantas propagadas in vitro e culturas de raizes) foram pesados e em seguida
armazenados em potes de vidro (13 cm x 6,5 cm) a temperatura de -20° C por dois dias. Ap6s
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o congelamento, foram liofilizados por cinco dias e, em seguida, pulverizados em moinho
IKA®WERKE (mod. MF10basic).

Foram avaliadas duas metodologias de extragdo: maceragédo acelerada por ultrassom e
maceracao dinamica.

Para a metodologia de extragdo com ultrassom (Figura 7), 10 g de material seco foram
adicionados a 50 ml de etanol 95° (VETEC), e submetidos a banho de ultrassom por 30 min.
Em seguida, o material foi filtrado em algodao, sob vacuo. O extrato foi concentrado em
evaporador rotatorio (Marconi®) com temperaturas que variaram de 35°C a 50°C e apdés a

secagem, foi calculado o rendimento da extragao.

Figura 7- Metodologia empregada para a preparacdo de extratos etandlicos brutos por

maceracao acelerada por ultrassom.
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Para a metodologia de extracdo por maceracdo dindmica (Figura 8), 10 g de material
seco foram adicionados a 50 mL de etanol 95° (VETEC). O frasco foi mantido no escuro, sob
agitacdo constante (110 rpm) e a temperatura de 26 + 2 °C. A fim de realizar uma extracédo
exaustiva, durante duas semanas, o solvente foi trocado a cada dois dias. O solvente recolhido
era armazenado no escuro a temperatura de 4 °C. Ao final do processo, o extrato foi
concentrado em evaporador rotatério (Marconi®) a 35°C e, ap0s secagem, foi calculado o
rendimento da extracéo.
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Figura 8 - Metodologia empregada para a preparacdo de extratos etandlicos brutos por

maceracao dinamica.
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Em funcdo da disponibilidade de material, apenas os extratos brutos etandlicos de
folha de campo foram particionados. Estes extratos foram ressolubilizados em éagua e em
seguida submetidos ao fracionamento por particdo com solventes organicos de polaridade
crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, além do residuo aquoso. Em seguida foram
concentrados em evaporador rotatério e, apos secagem, foi calculado o rendimento de cada

particéo.

3.5.3 Andlise por cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a determinacdo do perfil fitoquimico por CCD, as analises seguiram a
metodologia proposta por Wagner e Bladt (2001). Os extratos obtidos foram submetidos a
prospeccdo fitoquimica com sistema de polaridade crescente em placas para CCD
ALUGRAM® Xtra SIL G/ UVas4nm 10 x 10cm, espessura de 0,20 mm (Macharey-Nagel®).
As amostras dos extratos foram aplicadas nas placas em bandas com o auxilio de um tubo

capilar, a fase movel foi especifica para cada grupo quimico (Quadro 1).
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Quadro 1 - Sistemas de solventes (fase moével) e reveladores empregados nas analises por

cromatografia em camada delgada (CCD).

Classe Fase movel (v/v) Revelador Preparacdo das placas Visualizagdo
quimica apos a revelagdo
Hexano:  diclorometano
(25:75)
Hexano:  diclorometano
(50:50)
Terpenos Diclorometano Liebermann- Secagem da placa na Luz visivel

Diclorometano: acetato de | Burchard* capela
etila (90:10)
Diclorometano: acetato de
etila (75:25)
Diclorometano: acetato de
etila (50:50)
Diclorometano: acetato de
etila (25:75)
Acetato de etila (100)
Cloroférmio: acido . . Secagem da placa na L

Saponinas | acético glacial: metanol: Qﬂ;ﬁ?:ggﬁ«o capela Luz visivel
4gua (60:32:12:8)
Diclorometano: acetato de
etila (50:50)
Diclorometano: acetato de A placa foi aquecida a

. etila (25:75) 100°C em laca .
Flavonoides Acetato de etila NP/ PEG™** aquecedora por 5 mFi)n. Uggz:g:gta

Acetato de etila: metanol
(75:25)

Metanol (100)

Acetato de etila: 4cido
formico: acido acético
glacial: 4gua
(100:11:11:26)

*Liebermann-Burchard - 5ml de anidrido acético e 5ml de &cido sulfirico PA, adicionado cuidadosamente a
50ml de etanol absoluto.
**Anisaldeido sulfarico - solucdo de 0,5ml anisaldeido em 10ml de &cido acético glacial, 85ml de metanol e 5ml
de é&cido sulfarico PA
*** NP/PEG - solucdo de difenilboriloxietilamina a 1% em metanol adicionada a solugdo de polietilenoglicol
4000 a 1% em metanol

Todas as placas foram eluidas em cuba cromatogréafica de vidro, de acordo com as

proporgdes anteriormente descritas. O sistema foi mantido fechado, para que ocorresse uma

eficiente separagcdo dos componentes da mistura. Apds a elui¢do, quando a frente do solvente
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atingiu a distancia de 1,5 cm da extremidade superior, as placas foram retiradas da cuba com
auxilio de pinca e transferidas para capela de exaustdo a fim de evaporar o solvente residual.
Os reveladores variaram conforme a classe quimica analisada (Quadro 1).

Célculo para indicar o Rf (Fator de retencéo) :

Rf = alv

Onde:
Rf = Fator de retengéo
a = distancia percorrida pelo composto

v = distancia percorrida pelo solvente

3.5.4 Anélise por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD-UV)

Amostras de 10 mg dos extratos secos foram pesadas e diluidas em 1 mL de metanol
grau espectroscopico (Tedia, Brasil). Em seguida, foram submetidas a solubilizacdo com
auxilio de ultrassom por 5 minutos e filtradas em filtros Millipore (Merck, Alemanha) de 0,45
pm.

A avaliacdo cromatografica das amostras foi realizada por cromatografia em fase
liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD-UV) acoplada a detector de rede de diodos (DAD),
utilizando um sistema cromatografico Shimadzu Class-VP, equipado com bomba LC-10AD,
misturador FCV 10AL, desgaseificador DGU-14A, forno CTO-10AS, analisador DAD-UV-
VIS SPD-M10A e controlador SCL-10A. A separacdo foi realizada usando uma coluna C18
Supelco (250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 um). A fase mdvel foi constituida por agua ultrapura
acidificada com &cido acético glacial (pH 3,0) (A) e acetonitrila (B). O método empregado foi
0 de gradiente e consistiu em: inicio 95% (A) / 5% (B); em 80 minutos 5% (A) / 95% (B); em
80,01 minutos 95% (A) / 5% (B); mantendo nessa condi¢do por 10 minutos. A detec¢éo foi
realizada em 254, 275 e 340 nm, empregando um fluxo de 1 mL/min, e um volume de injecéo

de 20 uL. Os cromatogramas foram manipulados com auxilio do programa Class-VP.
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3.5.5 Analise por cromatografia com fase gasosa (CG)

As partigcdes de hexano e diclorometano do extrato etanolico bruto de folha de campo
foram submetidas a derivacdo com base no metodo descrito por Bannon e colaboradores
(1982). Para o0 processo, 1mg de amostra foi misturado a 5 mL de solucdo de metdxido de
sddio (0,25 mol.L), 15 mL de solucéo de NaCl 10% e 3 mL de diclorometano. A seguir, a
mistura foi submetida a banho de ultrassom por 20 min, transferida para uma ampola de
decantacdo e apds 3 minutos, a fase inferior (diclorometano) foi recolhida e diluida na
proporcdo 1:10. As amostras foram submetidas a andlise por CG utilizando um sistema
sistema cromatografico automatizado Scion GC-TQ-MS 456 com injetor automatico e coluna
capilar Bruker BR-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil, com dimensdes 30 m x 0,25
mm x 0,25 um). A programacdo da temperatura empregada foi: temperatura inicial de 50°C,
com aumento até 290° C, numa razdo de 3° C/min. O tempo final de anélise foi de 80 min e
mais 11 min para recondicionamento do equipamento. As temperaturas do injetor e do
detector foram de 240°C, e da linha de transferéncia, 270°C. Foi utilizado hélio como géas de
arraste, com fluxo de 1 cm®/min. O volume injetado foi de 1 puL com divisio de fluxo de 1:10.

A faixa de varredura das razGes massa/carga (m/z) foi de 40 a 500.
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4 RESULTADOS

4.1 Estabelecimento das culturas de raizes adventicias

Os parametros avaliados no presente trabalho influenciaram a capacidade de
multiplicacdo in vitro das raizes adventicias de C. dendroides. A suplementacdo do meio de
cultura com 3,0 mg.L de AIB, mostrou-se um fator importante para a inducéo da rizogénese
in vitro. Culturas mantidas na presenca deste regulador de crescimento alcangaram maiores
valores de acumulo de biomassa quando comparadas as culturas estabelecidas em meio MSO
(Graficos 1A e 1B).

O tamanho dos explantes ndo resultou em diferencas significativas quanto ao acimulo
de biomassa nas culturas mantidas em presenca de luz (Gréfico 1A). J& para aquelas mantidas
no escuro, o aumento do tamanho dos explantes resultou em maior capacidade de proliferacdo
(Grafico 1B).

A luminosidade influenciou a capacidade de proliferacdo das raizes. A manutencédo
das culturas em presenca de luz resultou em maior acimulo de biomassa (Figura 9 e Grafico
1A), em relacdo as culturas mantidas no escuro (Figura 10 e Grafico 1B). Na presenca de luz,
as culturas apresentaram inicio de crescimento logo ap6s a primeira semana de cultivo, com a
formacdo de raizes laterais finas e de coloracdo branca. O mesmo padrdo de crescimento
também foi observado para as culturas mantidas no escuro. Entretanto, para essas culturas, o
inicio do crescimento foi observado somente a partir da terceira semana de cultivo.

Em funcdo desses resultados, foram selecionados o tamanho inicial de explantes de
0,5 cm e a manutencdo das culturas em presenca de luz, como condi¢cGes mais adequadas a

serem empregadas nas proximas etapas do trabalho.
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Gréfico 1- Influéncia do tamanho dos explantes e da suplementacdo com AIB no acimulo de

biomassa de culturas de raizes in vitro de Cleome dendroides, ap06s 45 dias de cultivo.

A 404 a a
30+ 7
20-
©
E 10-
g | b :
8 ol £ [
L] L L L I I
s D ‘:l ] b
E Lo A A i~ N
L]
£ M50 AlB
5 40
Bl 8
@
o 3p-
o=
104
c
0=
‘Bf': Ry 4‘\{‘? o By S

Mso AlB

Tamanho do explante (cm)

Legenda: (A) Presenga de luz; (B) Escuro. Médias + desvio padrdo com letras diferentes nas colunas significa
diferenca estatistica (p < 0,05), determinada pelo teste de Tukey.



Figura 9- Culturas de raizes de Cleome dendroides iniciadas a partir de explantes com diferentes tamanhos e mantidas na presenca de luz, ap6s

45 dias de cultivo.
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Legenda: Culturas em meio MSO0 iniciadas a partir de explantes com (A) 0,5 cm; (B) 1,0 cm; (C) 1,5 cm e culturas em meio MS + 3 mg.L de AIB iniciadas a partir de
explantes com (D) 0,5 cm; (E) 1,0 cm; (F) 1,5 cm. Barras = 1,0 cm
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Figura 10- Culturas de raizes de Cleome dendroides iniciadas a partir de explantes com diferentes tamanhos e mantidas no escuro, apos 45 dias

de cultivo.

Legenda: Culturas em meio MSO iniciadas a partir de explantes com (A) 0,5 cm; (B) 1,0 cm; (C) 1,5 cm e culturas em meio MS + 3 mg.L? de AIB iniciadas a partir de
explantes com (D) 0,5 cm; (E) 1,0 cm; (F) 1,5 cm. Barras =1,0 cm
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Nos experimentos onde foi avaliado o efeito da concentragdo de sais minerais do meio
MS na capacidade de proliferacdo das raizes, foi verificado que a redu¢do na concentracdo
influenciou positivamente a capacidade de proliferacdo. Nas culturas mantidas em MSO, a
reducdo a 75% do total de sais (MS1/4) acarretou em um significativo aumento do acimulo
de biomassa (Figura 11 e Grafico 2A). Para as culturas estabelecidas em meio suplementado
com 3 mg.L? de AIB, embora a dilui¢io da concentracdo salina tenha acarretado o aumento
da multiplicacdo das raizes, ndo houve diferenca estatistica com relacdo ao meio de cultura de
concentracdo padrdo (Figura 11 e Grafico 2B). Por outro lado, o aumento da concentracgdo de
sais acima dos valores padrdes (2MS), mostrou-se um fator negativo a inducdo da
multiplicacdo in vitro das raizes de C. dendroides.

Os resultados mostraram que, apesar da diluicdo do meio MS ter sido eficiente na
inducdo da proliferagdo de raizes em meio sem suplementacdo hormonal, os valores de
biomassa alcangados foram inferiores aqueles observados para as culturas mantidas em meio
suplementado com AIB. Desta forma, optou-se por dar continuidade aos estudos de avaliacdo

dos demais parametros apenas utilizando culturas mantidas em meio MS na presenca de AlB.



Figura 11- Culturas de raizes de Cleome dendroides estabelecidas em meio MS com diferentes concentracdes de sais minerais, apos 45 dias de

cultivo.

Legenda: Culturas estabelecidas em meio MS sem suplementacdo hormonal com (A) concentracdo total de sais (MS); (B) duas vezes a concentragdo de sais (2MS); (C)
reducdo em 50% na concentragdo de sais (MS %%); (D) reducdo em 75% na concentragdo de sais (MS ¥4). Culturas estabelecidas em meio MS suplementado com 3 mg.L ™
de AIB com (E) MS; (F) 2MS; (G) MS %; (H) MS %, . Barras = 1 cm.

4
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Gréfico 2 - Influéncia da concentracdo salina do meio de cultura no acimulo de biomassa de

culturas de raizes in vitro de Cleome dendroides, apds 45 dias de cultivo.
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Legenda: (A) Meio sem suplementagdo hormonal; (B) Meio suplementado com 3 mg.L? de AIB. Médias +
desvio padrdo com letras diferentes nas colunas significa diferencga estatistica (p < 0,05), determinada pelo teste

de Tukey.
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Com relacdo a concentracdo de sacarose, os resultados alcangados demonstraram que
a suplementagdo com 10 mg.L?, concentragdo abaixo daquelas frequentemente empregadas
nos meios de cultura para a cultura in vitro de muitas espécies (20 mg.L™* a 30 mg.L™?),
acarretou em significativa diminuicdo da capacidade de proliferacdo das raizes de C.
dendroides. Por outro lado, o aumento da concentragdo até 70 mg.L™ resultou em um
progressivo incremento do acUimulo de biomassa, embora sem diferencas estatisticas
significativas quando comparado aos valores alcangados por culturas na presenca de 30 mg.L"
1 e de 50 mg.L! de sacarose. Entretanto, o efeito positivo do aumento da concentragdo de
sacarose no acumulo de biomassa ndo se manteve em concentracbes mais elevadas, como
observado quando o meio de cultura foi suplementado com 90 mg.L™?, resultando em reduc&o

significativa da capacidade de proliferacdo (Figura 12 e Grafico 3).
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Figura 12- Culturas de raizes de Cleome dendroides estabelecidas em meio MS com

diferentes concentracdes de sacarose, apos 45 dias de cultivo.

Legenda: Culturas em meio suplementado com 3 mg.L de AIB contendo sacarose nas concentragdes de (A)10
mg.L%; (B) 20 mg.L™%; (C) 30 mg.L%; (D) 50 mg.L?; (E) 70 mg.LY; (F) 90 mg.L2. Barras = 1 cm.

Gréfico 3- Influéncia da concentragdo de sacarose no acimulo de biomassa de culturas de
raizes in vitro de Cleome dendroides, mantidas em meio suplementado com 3 mg.L* de AIB,

apos 45 dias de cultivo.
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Legenda: Médias + desvio padrdo com letras diferentes nas colunas significa diferenca estatistica (p < 0,05),
determinada pelo teste de Tukey.
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Para a avaliacdo da influéncia do pH do meio de cultura na capacidade de proliferacéo
das raizes adventicias de C. dendroides, inicialmente foram determinados os valores de pH
antes e depois do processo de autoclavagem do meio de cultura. Foi observado que a
exposicao as altas temperaturas e pressao durante o processo de esterilizacdo resultava em
reducdo nos valores de pH em cerca de 0,64 + 0,02 (Tabela 1). Esses resultados mostraram
que o valor padrdo utilizado para o pH dos meios de cultura empregados nas técnicas de
culturas de tecidos vegetais (5,8), atinge, ap0s a autoclavagem, valores em torno de 5,13.
Além disso, constatou-se que para se obter, ap6s a autoclavagem, o valor de pH de 5,8 o

mesmo deve ser aferido a um valor inicial de 6,5.

Tabela 1- Valores de pH do meio de cultura MS aferidos antes e depois do processo de

autoclavagem (121°C por 15 min).

Valores de pH
Antes da autoclavagem Depois da autoclavagem*
5,0 4,35
5,8 5,13
6,0 5,41
6,5 5,83
7,2 6,44

Legenda: *Média dos valores

A elevacdo no pH do meio de cultura antes da autoclavagem até o valor de 6,5
resultou em aumento da capacidade de proliferacdo das raizes (Figura 13 e Grafico 4).
Culturas estabelecidas em meio de cultura apresentando este valor de pH resultaram em maior
acumulo de biomassa. Apesar de ser observada uma influéncia positiva do aumento do pH
inicial do meio na capacidade de proliferacdo das raizes, ndo houve diferenca estatistica entre
os valores testados, & excegdo das culturas mantidas em meio estabelecidos no valor de pH

inicial mais acido (5,0). Culturas iniciadas nesta condigdo apresentaram intumescimento dos
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explantes e, em alguns casos, a proliferacdo de pequenos calos durante a primeira semana em
cultivo. Estas culturas também apresentaram um atraso no inicio da resposta proliferativa das
raizes, quando comparadas as demais culturas, sendo a formacdo de raizes laterais iniciada

apenas apds a segunda semana em cultivo.

Figura 13- Culturas de raizes de Cleome dendroides estabelecidas em meio de cultura MS

apresentando diferentes valores de pH, apos 45 dias de cultivo.

Legenda: Culturas em meio suplementado com 3 mg.L* de AIB apresentando os valores iniciais de pH de (A)
5,0; (B) 5,8; (C) 6,0; (D) 6,5; (E) 7,2. Barras = 1 cm.

Gréfico 4- Influéncia do valor do pH do meio de cultura no acimulo de biomassa de culturas
de raizes in vitro de Cleome dendroides, mantidas em meio suplementado com 3 mg.L* de

AlB, ap06s 45 dias de cultivo.
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Legenda: Médias + desvio padrdo com letras diferentes nas colunas significa diferenga estatistica (p < 0,05),
determinada pelo teste de Tukev.
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Os resultados referentes a avaliacdo do efeito da velocidade de agitacdo empregada as
mesas orbitais mostraram que a manutencdo das culturas de raizes de C. dendroides na
condigdo de 130 rpm acarretou em uma maior capacidade de proliferacdo (Figura 14 e
Grafico 5). Essa velocidade é superior aquela tradicionalmente empregada para as culturas in
vitro (100 rpm). Entretanto, o aumento da velocidade de agitacdo a um valor de 160 rpm
resultou em reducdo significativa do acumulo de biomassa. De forma semelhante, o emprego
de uma velocidade de agitacdo mais baixa (60 rpm) também ndo se mostrou favoravel ao
processo de proliferacdo das culturas de raizes. Tanto a 60 rpm como a 160 rpm, foi
observado intumescimento em alguns explantes com formagéo de pequenos calos dos quais se

desenvolviam raizes finais de coloracdo branca.

Figura 14- Culturas de raizes de Cleome dendroides estabelecidas em meio de cultura MS e

mantidas em mesa agitadora sob diferentes velocidades de rotacdo, apds 45 dias de cultivo.

Legenda: Culturas estabelecidas em meio MS suplementado com 3 mg.L* de AIB com rotacdo: A- 60; B-110;
C-130; D-160 rpm. Barra= 1cm.

Gréfico 5- Influéncia da velocidade de agitacdo das mesas orbitais no acimulo de biomassa
de culturas de raizes in vitro de Cleome dendroides, mantidas em meio suplementado com 3

mg.L* de AIB, ap6s 45 dias de cultivo.
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Legenda: Médias + desvio padrdo com letras diferentes nas colunas significa diferenca estatistica (p < 0,05),
determinada pelo teste de Tukey.
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Em funcdo dos resultados alcangados visando a producdo in vitro de raizes de C.
dendroides, foi realizada uma nova avaliagdo na qual as melhores condi¢bes para a
multiplicacdo das raizes determinadas nos experimentos anteriores foram reunidas em uma
unica condi¢cdo de cultura, denominada MC (Melhores condicGes). A saber: MSY,
suplementado com 3 mg.L? AIB, 70 g.L! de sacarose, em pH 6,5, rotacdo 130 rpm e
manutencdo sob fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro. O inicio do crescimento das raizes
mantidas na condicdo MC foi observado a partir da primeira semana em cultivo, com o
desenvolvimento de finas raizes laterais. Porém, quando comparadas as culturas mantidas na
condicdo considerada como controle (MS + 3 mg.L™ AIB, 30 g.L de sacarose, em pH 5,8,
rotacdo 110 rpm e manutencdo sob fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro), as raizes
multiplicadas em MC apresentavam uma coloracédo ligeiramente mais escurecida (Figura 15).
A eficiéncia da combinacéo das diferentes condi¢Oes de cultura anteriormente avaliadas para
a multiplicacdo das raizes foi constatada pelos valores de acimulo de biomassa alcancados
pelas culturas em MC quando comparado a condicdo controle. Apds 45 dias em cultivo foi
observado para as culturas em MC um acumulo de biomassa significativamente maior (Figura
15 e Gréfico 6).

Quando as raizes foram subcultivadas para avaliacdo da capacidade de crescimento ao
longo do tempo, foi possivel observar que aquelas mantidas em MC apresentaram uma maior
capacidade de multiplicacdo quando comparado ao periodo inicial de 45 dias em cultivo. Por
outro lado, as culturas em condicdo controle apresentaram reducdo na capacidade de
crescimento (Figura 16 e Grafico 7).
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Figura 15 - Culturas de raizes de Cleome dendroides mantidas em condigdes controle (A) e na
associacdo das melhores condic6es de cultivo (B), apos 45 dias.

Legenda: (A) MS + 3 mg.L? AIB, 30 g.L de sacarose, pH 5,8, rotacdo 110rpm; (B) MSl/4 +3mg.LtAIB, 70 g.L*
de sacarose, pH 6,5, rotacdo 130rpm. Barra= 1cm.

Gréfico 6 - Acumulo de biomassa em culturas de raizes de Cleome dendroides, mantidas em

condicBes controle e na associagcdo das melhores condicées de cultivo (MC), apés 45 dias.
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Legenda: Controle: MS + 3 mg.L? AIB, 30 g.L™* de sacarose, pH 5,8, rotacdo 110rpm; MC: MSl/4 +

3 mg.L? AIB, 70 g.L? de sacarose, pH 6,5, rotacdo 130rpm. Médias + desvio padrdo com letras
diferentes nas colunas significa diferenca estatistica (p < 0,05), determinada pelo teste t.
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Figura 16 — Subcultura de raizes de Cleome dendroides mantidas em condic¢des controle (A) e

na associacao das melhores condicdes de cultivo (B), apds 45 dias.

Legenda: (A) MS + 3 mg.L? AIB, 30 g.L* de sacarose, pH 5,8, rotagdo 110rpm; (B) MC: MSl/4 +3 mg.L?
AIB, 70 g.L™* de sacarose, pH 6,5, rotagdo 130rpm. Barra= 1cm.

Grafico 7- Acumulo de biomassa em culturas de raizes de Cleome dendroides, mantidas em
condigdes controle e na associacdo das melhores condicdes de cultivo (MC), com subcultivo

apos 45 dias.
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Médias + desvio padrdo com letras diferentes nas colunas significa diferenca estatistica (p
< 0,05), determinada pelo teste t.
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4.2 Avaliacéo do rendimento dos extratos e analises cromatograficas

Os dados relativos aos rendimentos (Tabela 2) obtidos com o extrato etandlico bruto
de folhas de campo, raiz de campo, parte aérea e raiz in vitro e cultura de raizes mostraram
que a maceracdo dindmica resultou em um maior rendimento quando comparada ao método
de extracdo por maceracédo acelerada por ultrassom.

Com relacdo ao rendimento das parti¢Ges, calculado com base no residuo de extrato
bruto, pode-se observar maiores porcentagens na particdo de hexano (37,24%) e residuo
aquoso (36,55%) na metodologia de extracdo por maceracdo dinAmica e maior porcentagem
na particdo de acetato de etila (44,90%) na metodologia de extracdo por maceracdo acelerada
por ultrassom.

As analises cromatogréficas foram realizadas com os extratos obtidos a partir das duas
metodologias de extracdo. Os resultados sdo referentes ao extrato etandlico bruto de folhas
coletadas a campo e suas particdes (hexano, diclorometano, acetato de etila e residuo aquoso),
raizes coletadas a campo, parte aérea e raizes de plantas propagadas in vitro e culturas de

raizes.
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Tabela 2 — Rendimento dos extratos brutos e particGes obtidos a partir de material coletado a
campo e material produzido in vitro de Cleome dendroides.

Material Métodos de Fracéo Peso Peso Residuo Rendimento
vegetal extracao fresco (g)  seco (g) (9 (%)
Bruto 53,80 9,41 1,45 15,40
Hexano - - 0,54 37,24"
Maceracdo Diclorometano - - 0,11 7,59
dinamica Acetato de etila - - 0,15 10,34"
Folha Residuo aquoso - - 0,53 36,55"
Bruto 64,88 10,01 0,98 9,79
Hexano - - 0,22 22,45"
Maceracio no Diclorometano - - 0,12 12,24"
ultrassom Acetato de etila - - 0,44 44,90
Residuo agquoso - - 0,19 19,40"
Maceragéo Bruto 57,07 10,43 1,86 17,83
Raiz dindmica
Maceragdo no Bruto 55,07 10,60 1,54 14,53
ultrassom
Maceragéo Bruto 51,84 10,23 1,74 17,01
Parte aérea in dindmica
vitro Maceragéo no Bruto 50,90 10,32 1,56 15,12
ultrassom
Maceragdo Bruto 27,89 4,94 0,73 14,78
Raiz in vitro dindmica
Maceracéo no Bruto 28,22 511 0,86 16,83
ultrassom
Maceragéo Bruto 2,3749 0,2084 0,0677 32,48
Cultura de s
. dindmica
raizes Maceraca Brut 55092 03392 0,078 2,30
(Controle) aceracdo no ruto : , , :
ultrassom
Maceragéo Bruto 2,3317 0,3183 0,1472 46,24
Cultura de o
. dindmica
raizes N
(MC) Maceragao no Bruto 4,1304 0,4177 0,0078 2,00
ultrassom

*Rendimento calculado com base no residuo de extrato bruto.
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4.2.1 Analises por cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises por CCD sugeriram a presenca de saponinas e flavonoides nos extratos de
C. dendroides.

Considerando as analises realizadas para a deteccdo de saponinas por CCD, foi
possivel verificar a presenca de substancias dessa classe quimica na maior parte dos materiais
avaliados, com destaque para os extratos de raizes (Figuras 17 e 18). A presenca de saponinas
foi constatada pela visualizagdo de bandas na cor castanho escuro sob luz visivel com Rf 0,72;
0,33 e 0,19. Essas bandas foram observadas em folhas e raizes de plantas de campo, partes
aéreas e raizes de plantas in vitro e em culturas de raizes, a partir de extratos preparados pelas
duas metodologias de extracdo. E também na particdo em acetato de etila de extratos de folhas
de plantas de campo, obtidos pela extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom.
Considerando o numero de bandas obtidas, assim como sua intensidade, foi possivel verificar
uma maior presenca de saponinas em extratos de culturas de raizes, sendo mais eficiente a
extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom (Figura 18). Saponinas foram detectadas por
bandas com Rf 0,15; 0,25; 0.39; 0,5; 0,61, com destaque para bandas com Rf 0,25 que foram
verificadas nas amostras de extratos de raizes, independente da sua origem e do tipo de

extracéo.
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Figura 17 — Cromatografia em camada delgada de extratos de material coletado a campo e
material produzido in vitro de Cleome dendroides para analise de saponinas.

Legenda: Eluente: Cloroférmio: acido acético glacial: metanol: agua (60:32:12:8 v/v). Revelador: anisaldeido
sulfurico.
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Figura 18 — Cromatografia em camada delgada de extratos etandlico bruto de raizes coletadas

a campo e material produzido in vitro de Cleome dendroides para analise de saponinas.
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Legenda: Eluente: Cloroférmio: acido acético glacial: metanol: 4gua (60:32:12:8 v/v). Revelador: anisaldeido
sulfarico. | - linha de base; F — frente do solvente.

As metodologias empregadas para a deteccédo de flavonoides em CCD, ndo resultaram
no aparecimento de bandas ao longo das placas cromatograficas. Entretanto, foram
visualizados rastros de coloracdo amarelada e fluorescéncia desta coloracdo nas regides de
aplicacdo das amostras (Figura 19), quando utilizadas diferentes proporcdes dos eluentes.
Esses resultados foram observados nos extratos de parte aérea in vitro, de folha de campo e de
suas particbes em acetato de etila e residuo aquoso. Entretanto, para os extratos de raizes, a
técnica de CCD ndo permitiu a visualizagdo de bandas de coloragdo amarelada (Figura 20). A
ocorréncia de fluorescéncia de coloragdo amarelada, que sugere a presenca de flavonoides,

serviu como indicativo da ocorréncia de substancias dessa classe quimica nos extratos de C.

dendroides.
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Figura 19- Cromatografia em camada delgada de extratos de material coletado a campo e

material produzido in vitro de Cleome dendroides para analise de flavonoides.

o .d
Al4 AlS Al6

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 Al3 Al4 AlS Al6

Legenda: Placa cromatogréfica irradiada a 365 nm. Eluente: (A) 50:50 v/v diclorometano:acetato de etila. (B)
50:50 v/v acetato de etila:metanol Revelador: NP/PEG. Extrato etandlico bruto de parte aérea in vitro: Al-
extragdo por maceracdo acelerada por ultrassom A2- extracdo por maceragdo dindmica; Extrato etandlico bruto
de raiz in vitro: A3- Extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom A4- Extragdo por maceragao dindmica;
Extrato etandlico bruto de folha de campo: A5- Extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom A6- Extracdo
por maceracgdo dinamica; Extrato etanolico bruto de raiz de campo: A7- Extragdo por maceracdo acelerada por
ultrassom A8- Extracdo por maceracdo dindmica; Extrato de folha de campo na particdo de acetato de etila: A13-
Extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom Al4- Extracdo por maceracdo dindmica; Extrato de folha de
campo no residuo aquoso: Al5- Extracdo por maceragdo acelerada por ultrassom A16- Extracdo por maceragao
dindmica. | — linha de base; F — frente do solvente.
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Figura 20 — Cromatografia em camada delgada de extratos de raizes coletadas a campo e
produzidas in vitro de Cleome dendroides para andlise de flavonoides.

F

A3 A4 A7 A8 Al7 Al18 Al19 A20

Legenda: Eluente: 50:50 v/v diclorometano:acetato de etila. Revelador: NP/PEG. Extrato etanélico bruto de raiz
in vitro: A3- Extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom A4- Extracdo por maceragdo dinamica; Extrato
etanodlico bruto de raiz de campo: A7- Extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom A8- Extragdo por
maceracdo dinamica; Extrato etanolico bruto de culturas MC: Al7- Extragdo por maceracdo acelerada por
ultrassom A18- Extracdo por maceragdo dinamica Extrato etandlico bruto de culturas controle: A19- Extracéo
por maceracdo acelerada por ultrassom A20- Extracdo por maceracao dindmica. | — linha de base; F — frente do
solvente

Nas analises de CCD para a detec¢do de terpenos, ndo foram visualizadas bandas que
indicassem a presenca de substdncias dessa classe de metabolitos em todos os extratos

avaliados.

4.2.2 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD-UV)

Considerando as analises realizadas por CLAE-DAD-UV, no presente estudo, 0s
cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de onda de 254 nm e 340 nm.

Para os extratos etandlicos brutos de folha de campo foram observados cerca de 20
sinais com tempos de retencdo de 15 min a 33 min, tanto em 254 nm (Figura 21), como em
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340 nm (Figura 22), o que sugere que as substancias do extrato tenham polaridade média. As
duas metodologias de extracdo utilizadas resultaram em perfis cromatograficos semelhantes.
Porém, a sobreposicdo dos cromatogramas gerados em 340 nm (Figura 23) mostrou que 0s
extratos obtidos pela metodologia de extracdo dinamica apresentaram sinais com maior
intensidade. Desses sinais, quatro se destacaram quanto aos percentuais de area relativa
(Apéndice 1A). A maioria dos sinais gerados pelo cromatograma em 340 nm (Figura 22)
apresentam espectros de absorcao sugestivos de substancias da classe dos flavonoides (Tabela
3).

A partir do extrato bruto de folhas de plantas de campo foi realizado o particionamento
e as parti¢Oes resultantes (hexano, diclorometano, acetato de etila e o residuo aquoso) também
foram avaliadas por CLAE-DAD-UV.

Os cromatogramas gerados com a particdo em hexano mostraram poucos sinais e de
baixa intensidade em tempos de retencdo na faixa de 38 a 56 min (Figuras 24, 25 e Apéndice
1B), caracterizando a presenca de substancias de baixa polaridade, independentemente do
método de extracdo empregado. Pela sobreposi¢do dos cromatogramas foi possivel verificar a
semelhanga dos perfis cromatogréficos para os materiais obtidos a partir das diferentes
metodologias de extragdo (Figura 26).

A particdo em diclorometano apresentou substancias de média e baixa polaridade, uma
Vez que 0s cromatogramas mostraram sinais com tempos de retencdo na faixa de 17,5 a 57,5
min (Figuras 27, 28 e Apéndice 1C). A metodologia de maceragdo dinamica resultou em um
maior nimero e intensidade de sinais. Por esta metodologia o cromatograma gerado a 254 nm
(Figura 27A) apresentou o dobro de sinais quando comparado aquele obtido pelo material
extraido empregando a metodologia de aceleracdo por ultrassom (Figura 27B). A maior
eficiéncia da extracdo dinamica foi constatada quando utilizado o comprimento de onda de
340 nm (Figura 28) e também pela sobreposi¢cdo dos cromatogramas em 254 nm (Figura 29).

Quando avaliada a particdo em acetato de etila, cromatogramas em 254 nm mostraram
sinais com tempos de retencdo entre 18 min - 40 min (Figura 30), enquanto em 340 nm 0s
sinais foram detectados entre 30 min - 40 min, 0 que sugere a presenca de substancias de

média polaridade nessa particdo. Para o material obtido a partir da extragdo acelerada por
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ultrassom foram detectados 8 sinais em 254 nm (Figura 30B) e 15 sinais em 340nm (Figura
31B). Enquanto que por extracdo por maceracdo dinamica foram detectados 8 sinais nos dois
comprimentos de onda selecionados (Figuras 30A e 31A). A sobreposi¢do dos cromatogramas
mostrou semelhanca dos perfis (Figura 32), embora a extracdo acelerada por ultrassom tenha
se mostrado mais eficiente tanto com relacdo ao numero de sinais obtidos, como para a
intensidade dos mesmos. Os espectros de absor¢do no UVasonm das substancias representadas
pelos sinais que apresentaram as maiores porcentagens de area relativa (Apéndice 1D) foram
sugestivos de flavonoides (Tabela 3).

Nos cromatogramas gerados com o residuo aquoso, foram observados sinais com
tempos de retencao na faixa de 5 min - 32 min (Figura 33, 34 e Apéndice 1E), o que indica
que as substancias presentes na amostra se caracterizam por apresentarem de alta a média
polaridade. Quando empregada a extracdo por maceracao dinamica foram detectados 29 sinais
em 254 nm (Figura 33A), enquanto que pela extracdo acelerada por ultrassom foram obtidos
17 sinais (Figura 33B). Ja para o comprimento de onda de 340 nm foram observados 26 e 22
sinais, respectivamente (Figura 34A e 34B). A maior parte desses sinais apresentaram
espectros de absorcdo sugestivos de flavonoides (Tabela 3). Pela sobreposicdo dos
cromatogramas (Figura 35) foi possivel verificar perfis semelhantes, independentemente da
metodologia de extracdo, embora o processo por maceracdo dindmica tenha sido mais
eficiente, o que pode ser verificado pela maior intensidade dos sinais nos cromatogramas
dessas amostras.

Considerando plantas coletadas a campo, além do extrato bruto de folhas e suas
partices, também foram avaliados extratos brutos obtidos a partir de raizes. A avaliacdo dos
extratos de raizes por CLAE-DAD-UV evidenciou sinais com baixa intensidade para os dois
comprimentos de onda selecionados (Figura 36 e 37) e independentemente da metodologia de
extracdo utilizada. A exce¢do de um sinal majoritario no tempo de retencdo de 28,1 min
observado no cromatograma a 254 nm gerado a partir do material submetido & extragéo
dindmica e que representou 73,55% da area relativa (Apéndice 1F). Esse sinal apresentou uma
intensidade ainda maior quando selecionado o comprimento de onda de 275 nm (Figura 38).
Embora em 340 nm os sinais obtidos tenham sido detectados a baixa intensidade, os espectros
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de absorcdo de algumas das substancias foram sugestivos de flavonoides (Tabela 4). A
sobreposicdo dos cromatogramas mostrou uma maior eficiéncia de extracdo quando
empregada a maceracdo dindmica (Figura 39).

Com relagcdo aos materiais produzidos in vitro, para os extratos etanolicos brutos
obtidos a partir de partes aéreas de plantas propagadas in vitro, 0s cromatogramas gerados em
254 nm mostraram maior intensidade dos sinais para materiais extraidos por maceracao
dindmica (Figura 40A). Entretanto a extracdo acelerada por ultrassom se mostrou mais
adequada para a obtencdo de um maior numero de substancias, o que pode ser observado pelo
maior nimero de sinais detectados (Figura 40B). A partir dos cromatogramas em 340 nm foi
observada uma faixa de 22 sinais, independentemente da metodologia de extracdo utilizada
(Figura 41). A sobreposicdo dos cromatogramas em 254 nm mostrou um perfil semelhante
dos extratos testados, com maior eficiéncia na extragdo por maceracao dindmica, evidenciada
pela intensidade dos sinais (Figura 42). A partir dos sinais que apresentaram uma maior
porcentagem de area relativa (Apéndice 2A), foram selecionados os espectros de absor¢do que
apresentaram perfil sugestivo de flavonoides (Tabela 4).

Para os extratos etandlicos brutos de raiz de planta in vitro, a metodologia de extracdo
mais adequada foi a maceracdo dindmica. A partir dos extratos obtidos por esse processo, foi
verificado nos cromatogramas gerados tanto em 254 nm (Figura 43A) como em 340 nm
(Figura 44A) a ocorréncia de uma faixa de 20 sinais com tempos de retencdo no intervalo de
20 min - 80 min (Apéndice 2B), o que confere uma caracteristica de media a baixa polaridade
para as substancias presentes. Por outro lado, a extragdo com o ultrassom, ndo se mostrou
adequada uma vez que ndo foram observados sinais cromatograficos (Figura 43B e Figura
44B).

Com relacdo as culturas de raizes, foram gerados cromatogramas com sinais de baixa
intensidade, tanto para as culturas mantidas na condigdo controle quanto para aquelas
estabelecidas na condicdo MC. Entretanto, pela metodologia de extracdo acelerada por
ultrassom foi observado maior nimero de sinais no comprimento de onda de 254 nm (Figuras
45 e 47). As analises realizadas ndo permitiram a observacdo de substancias da classe dos

flavonoides a partir da metodologia empregada, o que pode ser constatado pelas avaliagdes
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realizadas em 340 nm (Figuras 46 e 48) e pelos espectros de UV dos sinais com maiores
percentuais de area relativa (Tabela 4). Vale destacar a presenga nos extratos dessas culturas
de um sinal com tempo de retengdo de 76 min nos cromatogramas a 254 nm, que nao foi
observado em extratos de raizes de campo e de planta in vitro. Em fungdo do tempo de
retencdo, esse sinal demonstra uma caracteristica apolar da substancia presente.
Independentemente do tipo de extracdo, esse sinal apresentou valores de area relativa
superior, quando comparado aos demais sinais das amostras. Com o objetivo de verificar se 0
sinal ndo seria referente ao regulador de crescimento AIB, que é adicionado ao meio de
cultura de raizes, foi realizada a injecdo da substancia empregando a mesma metodologia de
avaliacdo dos extratos. O cromatograma gerado apresentou sinal em 30 min, o que descartou a
possibilidade da substancia presente nos extratos de raizes multiplicadas in vitro ser o AlB
(Figura 49).



74

Figura 21- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn de extrato etanolico bruto de

folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceracdo dinamica e (B) extracdo acelerada

por maceragéo no ultrassom.
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Figura 22- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV34mn de extrato etanolico bruto de

folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceracdo dinamica e (B) extracao acelerada

por maceragéo no ultrassom.




Figura 23- Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV3somn do extrato etanolico bruto de folhas coletadas a campo de C.

dendroides.
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Legenda - Corrida cromatografica de 18 a 36 min.
= [xiracdo por maceragdo dindmica
=== Extracdo acelerada por maceracdo no ultrassom
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Figura 24- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UVassmn da particdo em hexano de

extrato etandlico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceracdo dinamica e

(B) extracdo acelerada por maceragao no ultrassom.
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Figura 25- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UVasmn da particdo em hexano de

extrato etandlico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceracdo dinamica e

(B) extracdo acelerada por maceragao no ultrassom.




Figura 26- Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por CLAE -DAD-UV2ssmn da particdo em hexano de extrato etandlico de folhas coletadas a
campo de C. dendroides.
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Legenda - Corrida cromatografica de 36 a 57 min.
[ xtracdo por maceragdo dindmica
=== [Extracao acelerada por maceragdo no ultrassom
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Figura 27— Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn da particdo em diclorometano

de extrato etandlico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceragdo dinamica e

(B) extracdo acelerada por maceracgdo no ultrassom.
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Figura 28- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV340mn da particdo em diclorometano

de extrato etandlico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceragdo dinamica e

(B) extracdo acelerada por maceragao no ultrassom.




Figura 29- Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD -UV2ssmn da particdo em diclorometano de extrato etandlico de folhas

coletadas a campo de C. dendroides.

Legenda - Corrida cromatografica de de 18 a 56 min .
= F){racdo por maceracgéo dindmica
e Extragdo acelerada por maceragdo no ultrassom
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Figura 30- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn da particdo em acetato de etila

de extrato etandlico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceragdo dinamica e

(B) extracdo acelerada por maceragao no ultrassom.
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Figura 31- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV340mn da particdo em acetato de etila

de extrato etandlico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceragdo dinamica e

(B) extracdo acelerada por maceragao no ultrassom.




Figura 32- Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UVa40mn da particdo em acetato de etila de extrato etandlico de folhas

coletadas a campo de C. dendroides.
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Figura 33- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2s4mn do residuo aquoso do extrato
etanolico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceracdo dinamica e (B)

extracdo acelerada por maceracgéo no ultrassom.
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Figura 34- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV340mn do residuo aquoso do extrato
etanolico de folhas de C. dendroides coletadas a campo: (A) maceracdo dinamica e (B)

extracdo acelerada por maceracgéo no ultrassom.




Figura 35- Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn do residuo aquoso do extrato etanolico de folhas coletadas a

campo de C. dendroides.
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Tabela 3- Espectros de absor¢do no UV dos sinais com maiores porcentagens de area relativa

dos cromatogramas de extratos etanolicos brutos de folhas de campo de C. dendroides e suas

particGes em acetato de etila e residuo aquoso.

Fracéo Meétodos de extragdo Espectros de absor¢do no UV
o . L ) STvASE
Maceracéao dindmica Nl oA A= R T _ N v ‘
Bruto — — ——— —
Maceragio no -\ - AN ket - A -
ultrassom TCNE 1VON i
. ) . . -\\ - ) —\\ -
Maceragdo dinamica \ \L \ INAVERYS I
AERRY \\ i - \ /
Acetato de e e
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Maceragéo no A - : - . /\ N s
ultrassom - \ VN - X - \- \
Maceragéo dinamica _\y\/'/ \ -M-' Na AL -
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Figura 36- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn de extrato etanolico bruto de

raiz de C. dendroides coletada a campo: (A) maceracdo dinamica e (B) extracdo acelerada por

maceragao no ultrassom.
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Figura 37- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV34mn de extrato etanolico bruto de

raiz de C. dendroides coletada a campo: (A) maceracdo dinamica e (B) extracdo acelerada por

maceragao no ultrassom.
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Figura 38 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV27smn de extrato etandlico bruto de

raiz de C. dendroides coletada a campo, obtidos por maceragdo dinamica.




Figura 39- Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2samn de extrato etandlico bruto de raiz de C.

campo.

dendroides coletadas a

N OO SO SURUN NS SO S SRS T SO SSN (U SN NN -
% T S T T . U TN U T SN VO S
0 I S N O 0 15 T S O O W T 1
7 MCARERS LSy U SRIRCR SRMCR (i SR iR ok A RD A GEICA G CA GRICR Sk A GRlcR e e e T e e SEL LT
T O O O O N O S SO S O S
125:Fsapelios diossionsd s sss s D sas i am i d S aasias S wes e Y b i Eroetdoensbanioatdsl doendvat iren et dod oensientoat dseRipedoan duend b doada x ---------
1004 ---f-Fq--tmmmmmm e e e e e e n Pl | at e EL ---------------------------------------------------------- dememmme e x---------é ---------
o | [ U4 0 S, - DU - SR, ~ >4 .........
IV O O O O 18 . T S R R A S . S
e e e o S
J/( l& l\\ = o s s s s z s ! s

o ) m.;»...‘!‘{lm:,ﬁé?.‘e:?«?:.ﬂf‘_?%si?fi?:::::5?3‘5“*23155"-~1f%:£f’12:.”4"_%:_ei:.:;ﬂ_'z.._._.__,__.,, s L&, I L M S _—;f‘?“_‘?f_ﬁ
8 N U S SO SO O UL OO SNOUNS (S UM SO SO SO SO SO

0 .‘; 1;0 1I5 2:’) 25 4:5 Ei) 5'5 60 elé 7=O 7'5 80

Legenda - Corrida cromatografica de 0 a 80 min.

mmmm Extracdo por maceracdo dindmica

E==a Extrac&o acelerada por macerag&o no ultrassom

43)



94

Figura 40- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn de extrato etandlico de parte

aérea de planta in vitro de C. dendroides: (A) maceracdo dinamica e (B) extracdo acelerada

por maceragéo no ultrassom.
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Figura 41- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UVasmn de extrato etandlico de parte

aérea de planta in vitro de C. dendroides: (A) maceracdo dinamica e (B) extracdo acelerada

por maceragéo no ultrassom.




Figura 42- Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn de extrato etanolico de parte aérea de planta in vitro de C.

dendroides, obtidos por (A) maceragdo dindmica e (B) extracdo acelerada por maceracdo no ultrassom.
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Figura 43- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UVassmn de extrato etandlico de raiz de

planta in vitro de C. dendroides: (A) maceracdo dinamica e (B) extracdo acelerada por

maceragao no ultrassom.
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Figura 44- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV340mn de extrato etanolico de raiz de
planta in vitro de C. dendroides: (A) maceracdo dinamica e (B) extracdo acelerada por

maceragao no ultrassom.
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Figura 45- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2ssmn de extrato etanolico de cultura

in vitro de raizes de C. dendroides na condicdo controle: (A) maceracdo dinamica e (B)

extracdo acelerada por maceracgéo no ultrassom.

Legenda: Culturas estabelecidas em condicdo controle: MS + 3 mg.L* AIB, 30 g.L de sacarose, pH 5,8, rotacdo
110rpm
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Figura 46- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UVz40mn de extrato etanolico de cultura
in vitro de raizes de C. dendroides na condicéo controle: (A) maceracao dinamica e (B)

extracdo acelerada por maceracgéo no ultrassom.

Legenda: Culturas estabelecidas em condicdo controle: MS + 3 mg.L* AIB, 30 g.L de sacarose, pH 5,8, rotacéo
110rpm
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Figura 47- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV2s4mn de extrato etanolico de cultura
in vitro de raizes de C. dendroides estabelecida nas melhores condi¢des (MC): (A) maceracao

dindmica e (B) extracédo acelerada por maceragdo no ultrassom.

Legenda: Culturas estabelecidas em condicdo MC: MSl/4 +3 mg.L* AIB, 70 g.L! de sacarose, pH 6,5, rotagdo
130rpm.
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Figura 48- Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UVz40mn de extrato etanolico de cultura
in vitro de raizes de C. dendroides estabelecida nas melhores condi¢des (MC): (A) maceracao

dindmica e (B) extracédo acelerada por maceragdo no ultrassom.
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Legenda: Culturas estabelecidas em condicdo MC: MSl/4 +3 mg.L* AIB, 70 g.L! de sacarose, pH 6,5, rotagdo
130rpm.



Tabela 4- Espectros de absorcdo no UV dos sinais com maiores porcentagens de &rea relativa dos cromatogramas de extratos

etandlicos brutos de raiz de campo e material in vitro de C. dendroides.

Material vegetal Métodos de extracéo

Espectro de UV dos sinais majoritarios

Maceracgdo dinamica

Raiz

Maceracdo no ultrassom

Raiz in vitro Maceracgdo dindmica

Maceracédo dindmica

Parte aérea in vitro

Maceragao no ultrassom

c0T
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Figura 49- Cromatograma por CLAE-DAD-UV27smn do regulador de crescimento AlB.
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4.2.3 Andlises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM)
Analises por CG-EM foram realizadas com as particdes em hexano e diclorometano
de extrato etandlico bruto de folhas de plantas de campo. Os cromatogramas gerados nao

apresentaram sinais de intensidades expressivas (Figuras 50, 51, 52 e 53), ndo permitindo a

identificacdo de substancias presentes nas amostras.

Figura 50- Cromatograma por CG-EM das parti¢cdes em hexano (A) e diclorometano (B) do
extrato etandlico bruto de folhas de C. dendroides coletadas a campo, obtidos por maceragédo

dindmica (1) e maceracdo acelerada por ultrassom (2).
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliada a capacidade de proliferacdo de raizes a partir de
explantes obtidos de plantas propagadas in vitro de C. dendroides. Em estudos prévios com a
espécie foram estabelecidos protocolos eficientes de producdo de raizes a partir de explantes
obtidos de plantas oriundas de germinacdo in vitro (CASTRO, 2015). Entretanto, o uso de
plantas propagadas in vitro é vantajoso, pois permite estabelecer um estoque de plantas
matrizes, caracterizando uma fonte continua de explantes radiculares. Por outro lado, a
utilizacdo de plantas obtidas por germinagéo in vitro requer a frequente coleta de sementes,
desinfestacdo e inoculacdo sob condicdes in vitro, limitando o fornecimento de matrizes.

Diferentes tipos de explantes tém sido utilizados para dar inicio a culturas de raizes.
Entre eles, segmentos foliares, como no caso de Eurycoma longifolia (HUSSEIN et al., 2012),
Cichorium intybus (NANDAGOPAL; KUMARI, 2007) e Taverniera cuneifolia
(JAMDHADE-VIJAY et al., 2012); caulinares, como em culturas de Cichorium intybus
(NANDAGOPAL; KUMARI, 2007) e Hypericum perforatum (ZOBAYED; SAXENA,
2003), e mesmo a partir de calos, como em Centella asidtica (MERCY et al., 2012) e
Hypericum perforatum (GOEL et al., 2009). Entretanto, o uso de segmentos radiculares,
como no presente estudo com C. dendroides, permite a constante retirada de explantes de uma
mesma planta matriz, uma vez que a parte aérea pode ser subcultivada e desenvolver novas
raizes. Desta forma, o estabelecimento de culturas a partir de segmentos radiculares
apresenta-se como uma eficiente estratégia de produgo in vitro.

O estabelecimento de culturas de raizes ganha destaque entre as técnicas de cultura de
tecidos por se tratar de uma estratégia que permite um alto acimulo de biomassa em um
sistema de células diferenciadas, caracteristica importante para a sintese de muitas substancias
bioativas (NAGARAJAN et al., 2011). Em outras espécies do género Cleome, este sistema
mostrou resultados distintos com relagdo a capacidade de proliferacdo de raizes a partir de
explantes oriundos das duas fontes citadas anteriormente. Na espécie C. spinosa, a

multiplicacdo foi fortemente influenciada pela origem dos explantes, sendo que apenas
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culturas iniciadas por raizes oriundas de plantas obtidas por germinacao in vitro apresentaram
um significativo crescimento, quando comparadas as culturas estabelecidas a partir de
explantes radiculares obtidos de plantas propagadas in vitro (MORAES, 2015). Por outro
lado, culturas com alta produgdo de biomassa foram estabelecidas para a espécie C. rosea
utilizando explantes radiculares oriundos de plantas propagadas in vitro (CORDEIRO et al.,
2015).

As culturas de raizes de C. dendroides foram estabelecidas em meio MS liquido.
Embora alguns estudos reportem o estabelecimento de culturas de raizes em meios
solidificados (GAO et al., 2005; NANDAGOPAL; KUMARI, 2007), mais frequentemente
essas culturas sdo estabelecidas em meio liquido, uma vez que o crescimento em meio sélido
ou em suporte sélido pode se apresentar mais lento, possivelmente pelo fato de em meio
liquido as culturas serem frequentemente mantidas sob agitacdo, o que proporciona maior
aeracdo e disponibilidade de nutrientes (GEORGE et al., 2008). O meio liquido também
apresenta outras vantagens, como a maior facilidade de preparo e 0 menor custo, uma vez que
ndo ha o uso de agentes solidificantes (ADELBERG, 2004). Além disso, o estabelecimento de
protocolos em meio liquido, mesmo que em menor escala, como no caso do uso de frascos de
pequeno volume, ¢ mais promissor em permitir a producdo em larga escala, empregando
biorreatores (TEIXEIRA, 2002; TEIXEIRA; CID, 2010).

Geralmente a multiplicacdo de raizes adventicias requer a suplementacdo do meio de
cultura com fitorreguladores (GEORGE et al., 2008). Para C. dendroides, embora as culturas
mantidas em meio sem suplementacdo hormonal tenham demonstrado capacidade de
proliferacdo, o crescimento foi fortemente influenciado pela presenca da auxina AIB.
Multiplicacdo de raizes em meio liquido na auséncia de fitorreguladores, ainda que com baixo
rendimento, foi observada na espécie C. rosea (CORDEIRO et al., 2015), assim como em
Withania coagulans (ABOUZID et al., 2010) e Cicer arietinum (ISLAM et al., 2005).
Entretanto, a auséncia de suplementagdo hormonal ndo promoveu multiplicagdo em culturas
de Hypericum perforatum (CUI et al., 2010) e Plumbago zeylanica (WANG; HUANG, 2005).

Dentre os reguladores de crescimento mais empregados em culturas de raizes estdo as
auxinas (GEORGE et al., 2008; LEMOS, 2010). Considerando resultados prévios para o



108

estabelecimento de culturas de raizes de C. dendroides com o uso de diferentes tipos e
concentracdes de auxinas, foi constatada maior proliferacdo em meio suplementado com a
auxina AIB na concentragdo de 3,0 mg.L? (CASTRO, 2015). A eficiéncia do AIB na
multiplicagdo de raizes também foi constatada em culturas das espécies Hypericum
perforatum (ZOBAYED; SAXENA, 2003; CUI et al., 2010), Podophyllum peltatum
(ANBAZHAGAN et al., 2008), Arnebia hispidissima (SHEKHAWAT, 2012), Costus igneus
(NAGARAJAN et al., 2011) e Withania coagulans (ABOUZID et al., 2010). Entretanto, para
algumas espécies ha a necessidade de combinacdo de diferentes auxinas, como no caso de
Psammosilene tunicoides, em que foi testada a associacdo de AIB e acido 1-naftalenoacético
(ANA) (MARTIN et al., 2013), e de Cicer arietinum, onde as melhores respostas foram
alcancadas em meio suplementado com AIB em associacdo ao acido 3-indolacético (AlA) ou
ao ANA (ISLAM et al., 2005).

A influéncia do tamanho dos explantes na capacidade de multiplicacdo das raizes de
C. dendroides foi avaliada pelo uso de explantes com 0,5 cm, 1,0 cm e 1,5 cm. Em culturas
mantidas na presenca de luz, este fator ndo acarretou em diferencas significativas no acimulo
de biomassa, enquanto que para as culturas estabelecidas no escuro, 0 aumento do tamanho
dos explantes foi um fator positivo a proliferacdo das raizes. O tamanho dos explantes
radiculares empregados para o estabelecimento de culturas de raizes nas espécies C. spinosa
(MORAES, 2015) e C. rosea (CORDEIRO et al., 2015) também nédo influenciou a capacidade
de proliferacdo das raizes em culturas iniciadas por explantes oriundos de plantas propagadas
in vitro e mantidas na presenca de luz. Entretanto, em culturas de raizes de pitangueira
(Eugenia uniflora L.) iniciadas a partir de explantes de tamanhos semelhantes aqueles
utilizados para as culturas de C. dendroides, a capacidade de proliferacdo foi mais eficiente
nas culturas iniciadas a partir de segmentos radiculares de 1,5 cm (DE SOUZA et al., 2007).

O estabelecimento das culturas de C. dendroides na presenca de luz promoveu um
maior crescimento quando comparado & manutencdo no escuro. A influéncia da luz nas
respostas in vitro tem se mostrado bastante diversificada. Em culturas de raizes de C. spinosa,
iniciadas a partir de explantes radiculares oriundos de plantas propagadas in vitro, a presenca

de luz promoveu uma maior resposta proliferativa. J& para culturas iniciadas a partir de
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explantes obtidos de plantas oriundas de germinagdo in vitro, a manutencdo no escuro
acarretou em maior acimulo de biomassa (MORAES, 2015). A auséncia de luz também foi
mais adequada para o estabelecimento de culturas de raizes das espécies Cichorium intybus
(NANDAGOPAL; KUMARI, 2007) e Eleutherococcus koreanum (PARK et al., 2005). Por
outro lado, protocolos eficientes de culturas de raizes foram estabelecidos para a espécie C.
rosea na presenca de luz (CORDEIRO et al., 2015).

No presente estudo, a reducdo na concentracao de sais minerais totais do meio MS se
mostrou mais adequada ao acumulo de biomassa nas culturas de raizes de C. dendroides. A
reducdo da composicdo salina do meio MS também acarretou um efeito positivo na
capacidade de multiplicacdo de raizes em Hypericum perforatum (CUI et al., 2010),
Podophyllum peltatum (ANBAZHAGAN et al, 2008), Arnebia hispidissima
(SHEKHAWAT, 2012) e Cicer arietinum (ISLAM et al., 2005). Entretanto, um maior
acumulo de biomassa em culturas de raizes estabelecidas em meio MS com a concentracao de
sais minerais padrdo foi obtido em Boerhaavia diffusa (JENIFER et al., 2012) e Gynura
procumbens (SAIMAN et al., 2012). Segundo George e colaboradores (2008), o crescimento
e a ramificacdo das raizes sdo afetados pela concentracdo de sais minerais presente no meio de
cultura, uma vez que micro e macroelementos possuem papel de sinalizadores e podem
influenciar os padrbes de desenvolvimento, fato ainda mais evidenciado nas raizes, cuja
principal funcdo é a captacdo de ions. Além disso, o balan¢o de nitrogénio (ions aménio e
nitrato), assim como a quantidade de nitrogénio total afeta as atividades enzimaticas,
geralmente de forma inibitdria quando em altas concentragdes. Uma vez que a concentracdo
total de nitrogénio, bem como de outros nutrientes, no meio MS € mais elevada do que na
maioria dos demais meios de cultura empregados no estabelecimento das metodologias in
vitro, muitas vezes, a reducdo na concentracdo de sais minerais total deste meio faz-se
necessaria para aperfeicoar as respostas in vitro (DUCA, 2015).

A avaliagdo do efeito da concentragdo de sacarose no crescimento das culturas de
raizes de C. dendroides evidenciou um efeito positivo do aumento da concentragdo. Maiores
valores de biomassa foram alcangados na presenca de 70 g.L . Resultados semelhantes foram
obtidos em culturas de raizes de Echinacea angustifolia (WU et al., 2006). Entretanto, o
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estabelecimento das culturas de raizes de C. dendroides na presenca de 90 g.L* acarretou em
reducdo no crescimento das culturas. A sacarose adicionada ao meio de cultura é fonte
primaria de energia para a biossintese e o desenvolvimento dos tecidos, porém também pode
atuar como agente de estresse osmético quando utilizada em altas concentra¢cdes (SHOHAEL
et al., 2006). A alteracdo nos niveis de sacarose também tem sido utilizada visando a
otimizacdo da producdo de metabolitos secundarios em culturas de raizes. Em culturas de
Echinacea angustifolia, a producao de fendis e flavonoides foi otimizada na presenca de 50
g.L ! de sacarose (WU et al., 2006), enquanto que em Hypericum perforatum a presenca de
elevadas concentragdes de sacarose (50 - 90 g.L) se mostrou mais eficiente na inducéo de
substancias bioativas (CUI et al., 2010).

Para avaliar a influéncia do pH do meio de cultura na capacidade de proliferacdo de
raizes de C. dendroides, inicialmente foi realizado um estudo sobre a influéncia do processo
de esterilizacdo sobre o pH. Os resultados mostraram a ocorréncia de reducédo de 0,64 + 0,02
nos valores de pH ap06s o processo de esterilizacdo do meio de cultura. Essa reducdo pode ser
causada pelas altas temperaturas e pressdo as quais 0s meios sao submetidos durante o
processo de autoclavagem, e que, provavelmente, propicia a liberacdo de ions H* pela
ionizacdo dos ions amonio presentes no nitrato de amdnio, favorecendo assim a diminuicdo
do pH do meio (SKIRVIN et al., 1986).

O aumento do valor de pH do meio mostrou um efeito positivo sobre o crescimento
das culturas de raizes de C. dendroides. Culturas estabelecidas em meio de cultura com pH
inicial de 6,5, equivalendo a valores préximos a 5,8 ap6s o processo de esterilizacéo,
apresentaram o0s maiores valores de massa seca. A influéncia do pH do meio sobre a
capacidade de proliferacdo de raizes in vitro tem sido investigada para algumas espécies
(ADAMUCHIO, 2015). Em culturas de raizes de Catharanthus roseus o estabelecimento do
pH em 6,5 resultou em uma maior capacidade de proliferacdo dessas culturas (HO; SHANKS,
1992). Para a espécie Gynura procumbens o pH ideal para inicio das culturas de raizes foi de
5,5 (SAIMAN et al., 2012), enquanto que em culturas de raizes de tomateiro o valor foi de 4,9

(CALDAS et al., 1990). Em algumas culturas, como em Panax ginseng, embora variagcdes nos
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valores do pH inicial do meio de cultura ndo tenham influenciado a producdo de biomassa,
acarretaram em alteragcdes no contelldo de metabdlitos secundarios (KIM et al., 2011).

A avaliacdo do efeito da velocidade empregada as mesas agitadoras sobre a
capacidade de multiplicagdo das culturas de raizes de C. dendroides, mostrou que a
manutencdo a 130 rpm resultou em aumento de biomassa. Este resultado demonstra a
efetividade da alteracdo da velocidade de agitacdo mais frequentemente empregada as culturas
estabelecidas em meio liquido e mantidas em mesas agitadoras, que se encontra na faixa de
100 - 110 rpm. A variacdo na velocidade de agitagdo causa a incorpora¢do do ar no meio de
cultura e esse processo pode favorecer o crescimento das culturas de tecidos sob agitacgéo.
Apesar do efeito positivo ao acumulo de biomassa verificado quando houve aumento da
agitacdo para 130 rpm, o aumento para 160 rpm acarretou na reducdo da capacidade de
proliferacdo das raizes. Um aspecto importante que pode influenciar de forma negativa o
crescimento das culturas mantidas sob agitacdo é o fato de a movimentacdo acarretar em
injarias que podem ser causadas aos tecidos pelo impacto contra as paredes do frasco de
cultura, ou mesmo pelo atrito entre as células. A essas condicdes de estresse causadas pelo
movimento rotacional aplicado as culturas denomina-se shear stress (SOWANA et al., 2001;
HAN et al., 2013). A formacéo de calos também é uma resposta que pode ser acarretada pela
manutencdo do material em altas velocidades de rotacdo. O fenbmeno foi observado nas
culturas de raizes de C. dendroides mantidas a 160 rpm e é reportado por Verpoorte e
Alfermann (2000) como um fendmeno que pode ocorrer culturas de raizes submetidas a altas
velocidades de agitacéo.

Uma vez determinados os melhores pardmetros para o crescimento das culturas de
raizes de C. dendroides, essas condi¢cdes foram reunidas em um Unico protocolo, aqui
denominado de MC. O acumulo de biomassa alcancado pelas culturas mantidas em MC,
demonstrou a eficiéncia na estratégia de manipular os fatores fisicos e quimicos envolvidos no
cultivo in vitro. Estabelecimento de condicbes de cultura envolvendo a manipulacdo desses
fatores também se mostrou eficiente para o acimulo de biomassa e producdo de metabolitos
em culturas de calos produtores de antocianinas da espécie C. rosea (SIMOES et al., 2009) e
calos produtores de betalainas da espécie Pereskia aculeata (LAGE et al., 2015).
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A manutencao das culturas por um periodo de 90 dias, com a realizacdo de subcultura
apos dos primeiros 45 dias, mostrou que a condi¢cdo MC favoreceu o aumento da producao de
biomassa nas culturas de raizes de C. dendroides, enquanto que as culturas mantidas nas
condigdes padrbes do meio MS e de fatores fisicos, ndo apresentaram maior crescimento apos
a subcultura.

A manutencéo da capacidade de multiplicacdo das raizes, como observado no presente
estudo para a condicdo MC, também foi constatada em culturas estabelecidas com outras
espécies do género Cleome, como em C. rosea (CORDEIRO et al., 2015) e C. spinosa
(MORAES, 2015). Além da propria C. dendroides para culturas iniciadas a partir de explantes
radiculares oriundos de plantas obtidas por germinacao in vitro (CASTRO, 2015).

Segundo George e colaboradores (2008), as plantas podem ser organizadas em trés
categorias em funcdo da facilidade pela qual suas raizes podem ser cultivadas in vitro. Para
algumas espécies, as raizes apresentam a capacidade de se multiplicar por longos periodos e
de forma bastante eficiente. J4 para a maior parte das espécies lenhosas, as raizes ndo se
mostram eficazes em serem mantidas em cultura. Esta dificuldade de multiplicacdo de raizes
in vitro estaria associada ao fato de muitas espécies lenhosas apresentarem baixa capacidade
genética e fisiologica de formar raizes adventicias (PIJUT et al., 2011). A terceira categoria se
refere as espécies cujas raizes se multiplicam de forma eficiente sob condicdes in vitro, porém
o potencial de multiplicacdo sofre reducdo ao longo do tempo em cultura. Segundo Rublo e
colaboradores (2002) esta perda da capacidade de regeneracdo dos explantes ao longo do
tempo em cultivo poderia estar relacionada & estabilizacdo das culturas induzida pelas
préprias condi¢Bes in vitro, tornando os explantes ndo responsivos aos reguladores de
crescimento que controlam as atividades regenerativas.

A avaliacdo cromatogréfica dos extratos da espécie C. dendroides foi realizada pela
primeira vez, tanto de plantas obtidas em seu ambiente de ocorréncia natural, ou seja,
coletadas a campo, como para materiais produzidos in vitro. Para a obtencdo dos extratos
foram empregados dois métodos de extracdo: a extracdo por maceragdo dindmica e a extracao
por maceracdo acelerada por ultrassom. O uso do ultrassom no processo de extragcdo tem

recebido maior atengdo, em funcdo da simplicidade da técnica, da baixa necessidade de
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maquinario especifico e também pela possibilidade de utilizagdo para uma grande variedade
de massa de amostras (MA et al., 2008). A eficiéncia desta metodologia pode estar associada
ao fato de que a propagacdo das ondas acusticas acarreta 0 aumento do estresse mecanico dos
tecidos e da permeabilidade das paredes celulares, o que torna este método eficiente, tanto em
relacdo ao tempo do processo, como ao consumo de solventes (TOMA et al., 2001;
ROSTAGNO et al., 2009). Por outro lado, o uso da extracdo por maceracdo dinamica, apesar
de mais lenta quando comparada a metodologia de extracdo com uso de ultrassom, pode
resultar em maior rendimento, uma vez que nesta metodologia o material bioldgico € extraido
a exaustdo pela troca constante do solvente (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Para os extratos de C. dendroides, a exposicdo prolongada aos solventes mostrou-se
mais efetiva para a extragdo, uma vez que, para a maior parte dos materiais avaliados, a
maceragdo dindmica resultou em maiores valores de rendimento de massa. Entretanto, como
as analises cromatograficas sinalizaram para um perfil quimico semelhante para os extratos
obtidos pelas duas técnicas de extracdo, o0 método por maceracdo acelerada pode se mostrar
vantajoso, uma vez que requer menor tempo e quantidade de solvente.

Quando foram analisadas as culturas de raizes, chamam a atencéo os altos percentuais
de rendimento obtidos na extracdo por maceracdo dindmica. Esses valores foram cerca de
duas vezes maiores do que aqueles alcancados pelos materiais coletados a campo e obtidos
com materiais in vitro mantidos em meio de cultura solido. Essa maior eficiéncia de extracdo
pode estar relacionada ao fato de que raizes mantidas em meio liquido possuem como
caracteristica estrutural a presenca de mais espacos intercelulares, o que poderia facilitar a
penetracdo do solvente. Segundo Pasqua e colaboradores (2005), culturas de raizes de
Camptotheca acuminata apresentaram a formacdo de espacgos intercelulares na regido do
parénquima cortical, se assemelhando aos aerénquimas de plantas aquéticas. A presenca de
espacos intercelulares também foi verificada em raizes de C. rosea multiplicadas em meio
liquido, 0 mesmo ndo sendo observado nas raizes das plantas propagadas in vitro da espécie,
mantidas em meio solido (CORDEIRO, 2016). Em contrapartida, o rendimento em massa das

culturas de raizes extraidas pelo processo de maceragédo acelerado por ultrassom, alcangaram
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os valores percentuais menos expressivos em comparagdo com 0s resultados obtidos para os
demais materiais avaliados. Neste caso, a pequena quantidade de material pode ter sido um
fator limitador a eficiéncia de um processo de extracdo que se caracteriza justamente pelo
pouco tempo de contato do solvente com o material bioldgico.

As cromatografias realizadas empregando as técnicas de CCD e CLAE-DAD-UV
permitiram sugerir a presenca nos extratos de C. dendroides de substancias das classes das
saponinas e flavonoides.

As andlises em CCD sugeriram a presenca de saponinas, principalmente em extratos
oriundos de raizes, com destaque para as culturas de raizes. Essas substancias desempenham
importantes funcdes de defesa contra patdgenos, apresentando atividades como
antimicrobiana, antifungica, antiparasitaria, inseticida (AUGUSTIN et al., 2011) e
antineoplésica (RIBEIRO, 2013). Em muitas espécies, as saponinas sdo sintetizadas e
armazenadas em Orgédos subterraneos, como em Panax ginseng (PARK; RHEE; LEE, 2005) e
Glycyrrhiza glabra (SEKI et al., 2008). Estudos sobre a producdo de saponinas em raizes
demonstraram a ocorréncia dessas substancias em concentracGes muito maiores que em outros
Orgdos das plantas, como em Medicago truncatulo, onde o conteldo total de saponinas nas
raizes foi de cinco a duzentas vezes maior do que em folhas, caules e sementes (HUHMAN;
BERHOW,; SUMMER, 2005).

Substancias da classe das saponinas ja foram isoladas em espécies do género Cleome,
como em C. spinosa (LEAL, et al., 2013), C. gynandra (BALA et al., 2011), C. viscosa
(JANE; PATIL, 2012), C. rutidosperma (NWAOGU; UDEBUANI, 2010) e C. burmanni
(PILLAL; NAIR, 2012).

Uma caracteristica que pode ter influenciado a maior producdo de saponinas nos
extratos obtidos com as culturas de raizes de C. dendroides quando comparados aos extratos
das demais fontes de raizes, ¢ o fato de que essas culturas foram estabelecidas em meio
liquido, 0 que permite uma maior absor¢do dos componentes do meio pelas células vegetais.
Além disso, a presenca da auxina AIB pode ter influenciado na produgdo dos metabdlitos.
Alguns estudos tém relacionado a suplementacdo com AIB a produgdo de saponinas em

culturas in vitro, como em culturas de raizes de Panax ginseng (KIM et al., 2003) e em raizes
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obtidas em estacas de Rosmarinus officinalis (ELHAAK et al., 2015). A associacdo de AIB
com elicitores também tem sido avaliada, como em culturas de raizes de Panax ginseng, onde
a suplementacdo conjunta de AIB e metil jasmonato resultou no aumento da producgéo de
ginsenosideos (KIM et al., 2007).

Os resultados obtidos em CCD para a avaliacdo da presenca de flavonoides ndo foram
conclusivos. Embora a exposicdo das placas cromatograficas a luz UV tenha resultado em
fluorescéncia de coloracdo amarelada, caracteristica que identifica substancias deste grupo, a
fluorescéncia foi observada apenas no ponto de aplicacdo das amostras ou, em alguns casos,
pela formagdo de rastros. Esses resultados podem sugerir a ocorréncia de substancias
fenolicas apresentando duas ou mais moléculas de acUcares, o que conferiria uma
caracteristica mais polar e, consequentemente, acarretaria em uma maior afinidade pela fase
estacionaria, ndo permitindo o carreamento das substancias e a formacgéo de bandas. Os fatos
expostos sinalizam a necessidade de se testar outras metodologias para as avaliacbes em
CCD, como por exemplo, a utilizacdo de placas cromatogréaficas de fase reversa.

As andlises em CLAE-DAD-UV permitiram inferir sobre a presenca de substancias
dessa classe de metabdlitos na maior parte dos extratos de C. dendroides. Segundo Stefona e
colaboradores (2003), a CLAE-DAD-UV representa 0 método de separacdo e identificacdo
mais usualmente empregado para misturas complexas, como 0s extratos brutos, e que
apresentam substancias ndo volateis, como é o caso das substancias pertencentes a classe dos
flavonoides. Esta classe de metabdlitos representa uma grande diversidade de substancias com
atividades medicinais (LAMEIRA 2009; KUMAR; PANDEY, 2013) e ja foram identificados
em outras espécies do género Cleome, como em C. droserifolia (ABDEL-KADER et al.,
2009; FUSHIYA et al., 1999) e C. gynandra (BALA et al., 2011).

As anélises realizadas em CG com as particbes em hexano e diclorometano, ndo
mostraram sinais expressivos. O acoplamento de um método eficiente de separacdo, como a
cromatografia em fase gasosa, com a espectrometria de massas, que fornece informacoes
adicionais sobre a estrutura quimica das substancias, é uma ferramenta de analise muito
utilizada nos estudos de plantas medicinais (RODRIGUES et al., 2006). Desta forma, a fim de

realizar uma avaliacdo mais conclusiva da presenca de substancias volateis e termoestaveis
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nas amostras de C. dendroides, novas condicdes deverdo ser empregadas nas analises em CG,

como, por exemplo, a utilizacao de outros métodos de derivatizacdo (BANNON et al., 1982).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a viabilidade para a producédo de
culturas in vitro de raizes da espécie C. dendroides, utilizando como fontes de explantes
plantas propagadas in vitro, o que poderad propiciar a exploracdo medicinal da espécie de
forma independente de material coletado a campo. Além disso, os resultados obtidos através
das analises cromatograficas poderdo servir de base para estudos fitoquimicos com a espécie,

possibilitando a exploracao in vitro de metabolitos secundarios.
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CONCLUSOES

Quanto aos estudos para definicdo de um protocolo eficaz para a cultura de raizes:

X/
L X4

A suplementacio com a auxina AIB (3,0 mg.L™) foi essencial a multiplicagdo in vitro
das raizes;

O tamanho dos explantes influenciou a proliferacdo de raizes apenas para as culturas
mantidas no escuro;

A presenca de luz ampliou a capacidade de proliferacdo das raizes em cultura;

A reducdo na concentracdo de sais minerais do meio MS influenciou de forma positiva
o0 crescimento das culturas de raizes;

O aumento da concentracdo de sacarose do meio a 70 g.L?, influenciou de forma
positiva o crescimento das culturas de raizes;

O estabelecimento do valor de pH inicial do meio em 6,5 antes da autoclavagem, se
mostrou um fator positivo para o crescimento das culturas;

A manutencdo das culturas sob agitacdo de 130 rpm resultou em maior acumulo de
biomassa;

A estratégia de reunir as melhores condi¢cbes fisicas e quimicas em um mesmo
protocolo de cultivo (MC) se mostrou eficiente para o aumento da producdo de
biomassa nas culturas de raizes;

Culturas em MC apresentaram aumento de biomassa ao longo do tempo em cultivo.
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Quanto aos estudos fitoquimicos:

X/
L X4

X/
L X4

A extracdo por maceragdo dindmica resultou em maiores valores de rendimento de
massa;

A eficiéncia da metodologia de extracdo foi relacionada ao tipo de material vegetal e
ao solvente utilizado;

As analises em CCD evidenciaram a presenca de saponinas, principalmente em
extratos de raizes;

O cultivo das raizes em meio liquido favoreceu a producdo de saponinas;

Substancias da classe dos flavonoides foram evidenciadas nos extratos de C.
dendroides pelas técnicas cromatogréficas empregadas;

A composicao quimica dos extratos ndo apresentou variacGes significativas em funcao
da técnica de extracdo empregada, sendo mais influenciada pela polaridade do

solvente extrator.
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PERSPECTIVAS

Em funcgdo dos resultados promissores alcangados no presente trabalho quanto ao acimulo
de biomassa nas culturas de raizes, assim como em funcdo das analises de caracterizacdo
quimica, esta sendo dada continuidade aos estudos com C. dendroides. Desta forma,

encontram-se em andamento:

+¢+ Culturas estabelecidas na condicdo MC estdo sendo acompanhadas e subcultivadas a cada
45 dias, para avaliar a capacidade em longo prazo de acimulo de biomassa.

% A partir dos resultados obtidos por CLAE-DAD-UV, novas analises estdo sendo
realizadas aplicando CLAE-EM visando a identificacdo de substancias presentes nos

extratos.
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APENDICE A - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas
obtidos a partir dos materiais coletados a campo

Extracéo por maceracdo dinamica.

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 14,315 167905 0,80
2 15,456 1647495 7,89
3 17,333 54156 0,26
4 18,048 44303 0,21
5 19,669 44772 0,21
6 21,408 109854 0,53
7 22,027 73723 0,35
8 22,624 425434 2,04
9 22,816 769195 3,68
10 23,307 368383 1,76
11 23,701 118334 0,57
12 24,075 4159861 19,92
13 24,384 2251709 10,78
14 24,960 967731 4,63
15 25,536 505732 2,42
16 25,952 4705809 22,53
17 26,336 1336259 6,40
18 26,752 530496 2,54
19 27,456 25129 0,12
20 28,491 159568 0,76
21 30,261 407779 1,95
22 30,645 77949 0,37
23 31,904 237181 1,14
24 73,248 186292 0,89
25 76,992 117069 0,56
26 78,731 871811 417
27 79,008 520655 2,49
Total 20884584 100,00




Extrac@o por maceracéo acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 6,155 198801 1,52
2 15,211 1841667 14,10
3 17,451 88443 0,68
4 19,083 29249 0,22
5 20,427 18654 0,14
6 20,661 30265 0,23
7 20,992 350923 2,69
8 21,835 279726 2,14
9 22,016 619232 4,74
10 22,539 234612 1,80
11 23,317 2754227 21,08
12 23,616 1753791 13,42
13 24,213 446166 3,42
14 25,141 2533295 19,39
15 25,536 925793 7,09
16 26,005 160030 1,22
17 27,808 76740 0,59
18 29,611 131121 1,00
19 29,781 58351 0,45
20 31,381 67603 0,52
21 70,677 68507 0,52
22 73,269 296900 2,27
23 76,661 99927 0,76
Total 13064023 100,00
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APENDICE B - Tabelas referentes as reas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos

a partir da particdo em hexano de folhas de plantas coletadas a campo.

Extracéo por maceracdo dinamica.

Tempo de retenciio | Area | Area relativa (%)
1 14.005 53413 28.24
2 22.784 21573 11.40
3 47.189 27842 14.72
4 49.771 18756 9.92
5 50.325 15525 8.21
6 53.152 40530 21.43
7 53.344 11522 6.09
Total 189161 100.00

Extracdo por maceragéo acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 47.573 19216 8.61
2 49.867 18074 8.10
3 52.971 27432 12.29
4 53.301 39216 17.57
5 55.925 119305 53.44
Total 223243 100.00
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APENDICE C - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos

a partir da particdo em diclorometano de folhas de plantas coletadas a campo.

Extragdo por maceracgéo dinamica.

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 15.125 49185 0.51
2 17.323 30590 0.31
3 18.133 1963523 20.20
4 21.056 32476 0.33
5 21.931 87221 0.90
6 24.405 28488 0.29
7 27.403 96602 0.99
8 29.120 98915 1.02
9 31.019 403650 4.15
10 32.619 78134 0.80
11 33.973 64934 0.67
12 34.709 63560 0.65
13 35.925 27047 0.28
14 38.208 59785 0.61
15 39.701 58904 0.61
16 39.979 25933 0.27
17 40.693 75811 0.78
18 41.632 78849 0.81
19 43.413 83051 0.85
20 44.021 89233 0.92
21 45.451 476426 4.90
22 46.197 50439 0.52
23 46.464 14322 0.15
24 46.944 96616 0.99
25 47.808 58969 0.61
26 48.288 463660 4.77
27 48.651 31504 0.32
28 50.784 35250 0.36
29 51.104 28004 0.29
30 52.384 131773 1.36
31 52.800 58303 0.60
32 52.992 130497 1.34
33 53.301 1133165 11.65
34 53.792 32879 0.34
35 54.805 2117968 21.78
36 55.029 107589 1.11
37 55.232 20253 0.21
38 55.488 58703 0.60
39 55.936 1159479 11.93
40 56.405 20917 0.22
Total 9722607 100.00




Extrac@o por maceracéo acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 18.251 547256 27.18
2 31.125 121391 6.03
3 33.077 41500 2.06
4 34.869 20028 0.99
5 40.715 12875 0.64
6 41.333 13041 0.65
7 41.557 27389 1.36
8 43.456 35667 1.77
9 45.376 144627 7.18
10 46.283 22682 1.13
11 48.256 194609 0.66
12 51.051 9564 0.47
13 52.341 38915 1.93
14 52.736 50390 2.50
15 52.917 40899 2.03
16 53.291 123860 6.15
17 54,741 389314 19.33
18 54,987 59786 2.97
19 55.424 18668 0.93
20 55.893 101086 5.02
Total 2013547 100.00
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APENDICE D - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos

a partir da particdo em acetato de etila de folhas de plantas coletadas a campo.

Extracdo por maceragéo dinamica

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 18.848 2774181 19.91
2 30.368 342002 2.45
3 32.608 3272221 23.48
4 33.109 2249523 16.14
5 35.573 3909918 28.06
6 36.149 1163841 8.35
7 38.453 140273 1.01
8 40.896 81649 0.59
Total 13933608 100.00

Extracdo por maceracéo acelerada por ultrassom

Tempo de retenciio |  Area | Area relativa (%)
1 18.848 2774181 19.91
2 30.368 342002 2.45
3 32.608 3272221 23.48
4 33.109 2249523 16.14
5 35.573 3909918 28.06
6 36.149 1163841 8.35
7 38.453 140273 1.01
8 40.896 81649 0.59
Total 13933608 100.00
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APENDICE E - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos

a partir do residuo aquoso de folhas de plantas coletadas a campo.

Extracéo por maceracdo dinamica.

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 5,493 503011 0,73
2 6,336 5271770 7,66
3 15,029 3045533 4,43
4 16,928 55789 0,08
5 17,451 412714 0,60
6 20,565 327541 0,48
7 20,832 275462 0,40
8 21,237 697343 1,01
9 22,005 2804228 4,08
10 22,240 2018285 2,93
11 22,720 522844 0,76
12 23,531 12180892 17,71
13 23,829 10692341 15,54
14 24,395 2327415 3,38
15 24,715 358260 0,52
16 25,355 14732682 21,42
17 25,781 5414286 7,87
18 26,219 2268816 3,30
19 27,253 887915 1,29
20 28,032 1510015 2,19
21 29,739 437579 0,64
22 29,899 518908 0,75
23 30,272 826797 1,20
24 30,901 134575 0,20
25 31,221 211794 0,31
26 31,424 206883 0,30
27 31,712 41133 0,06
28 31,947 74431 0,11
29 56,555 34515 0,05
Total 68793757 100,00




Extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 6,133 1504304 16,85
2 15,435 561627 6,29
3 17,195 27855 0,31
4 17,867 18599 0,21
5 20,960 138909 1,56
6 21,621 62563 0,70
7 22,208 521188 5,84
8 22,368 641242 7,18
9 22,901 211747 2,37
10 23,701 1908521 21,38
11 24,043 822388 9,21
12 24,565 241178 2,70
13 25,141 309611 3,47
14 25,547 1002144 11,23
15 25,931 228843 2,56
16 26,389 446133 5,00
17 28,075 280221 3,14
Total 13933608 100.00
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APENDICE F - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos
a partir de partes aéreas de plantas in vitro de C. dendroides

Extragdo por maceragéo dinamica.

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 15,115 224184 1,43
2 19,723 255700 1,63
3 20,363 146290 0,93
4 20,661 244259 1,55
5 21,024 312580 1,99
6 21,280 268027 1,71
7 21,877 1668514 10,62
8 22,037 3401187 21,65
9 22,592 525309 3,34
10 23,221 1291029 8,22
11 23,403 2532031 16,11
12 23,669 1345851 8,57
13 24,256 172693 1,10
14 25,237 1511928 9,62
15 25,653 1043877 6,64
16 26,645 38168 0,24
17 29,408 75530 0,48
18 29,611 143077 0,91
19 54,976 39810 0,25
20 73,408 57635 0,37
21 76,053 301802 1,92
22 76,672 113155 0,72
Total 15712636 100,00
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Extracdo por maceracéo acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 11,808 25798 0,41
2 14,293 12671 0,20
3 15,157 21960 0,35
4 15,531 223693 3,59
5 18,229 11499 0,18
6 19,861 126904 2,04
7 20,533 54573 0,88
8 20,768 96601 1,55
9 21,131 76853 1,23
10 21,365 133250 2,14
11 21,963 471228 7,57
12 22,112 900138 14,46
13 22,667 209767 3,37
14 23,328 581409 9,34
15 23,520 934339 15,01
16 23,787 344334 5,53
17 24,405 38419 0,62
18 25,461 516096 8,29
19 25,941 436877 7,02
20 27,541 17580 0,28
21 28,448 41871 0,67
22 29,227 59660 0,96
23 29,525 55403 0,89
24 30,709 39385 0,63
25 46,923 32943 0,53
26 49,920 35854 0,58
27 50,155 17098 0,27
28 55,051 75097 1,21
29 69,248 101730 1,63
30 69,653 139398 2,24
31 73,493 156582 2,51
32 73,792 31725 0,51
33 74,112 82889 1,33
34 74,731 23633 0,38
35 76,693 99217 1,59
Total 6226474 100,00
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APENDICE G - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos

a partir de etanolicos brutos raizes de plantas in vitro de C. dendroides.

Extragdo por maceracgéo dinamica.

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 4,043 54590 0,59
2 7,189 55976 0,61
3 12,971 228671 2,48
4 16,341 168914 1,83
5 23,285 3984533 43,24
6 24,107 893657 9,70
7 24,821 1228650 13,33
8 25,408 396712 4,31
9 25,632 601469 6,53
10 26,336 394147 4,28
11 26,688 200030 2,17
12 27,147 67373 0,73
13 27,371 65478 0,71
14 28,235 32929 0,36
15 30,933 30428 0,33
16 32,789 94883 1,03
17 75,328 146172 1,59
18 77,483 345565 3,75
19 78,155 224892 2,44
Total 9215069 100,00




Extracdo por maceracdo acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 4,043 54590 0,59
2 7,189 55976 0,61
3 12,971 228671 2,48
4 16,341 168914 1,83
5 23,285 3984533 43,24
6 24,107 893657 9,70
7 24,821 1228650 13,33
8 25,408 396712 4,31
9 25,632 601469 6,53
10 26,336 394147 4,28
11 26,688 200030 2,17
12 27,147 67373 0,73
13 27,371 65478 0,71
14 28,235 32929 0,36
15 30,933 30428 0,33
16 32,789 94883 1,03
17 75,328 146172 1,59
18 77,483 345565 3,75
19 78,155 224892 2,44
Total 9215069 100,00

144



145

APENDICE H - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos

a partir de cultura de raizes de C. Dendroides mantidas em condigdo controle.

Extragdo por maceracgéo dinamica.

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 5,365 160717 11,86
2 6,656 101331 7,48
3 10,635 40529 2,99
4 15,061 19914 1,47
5 15,371 47304 3,49
6 20,235 14416 1,06
7 22,699 20447 1,51
8 23,477 28619 2,11
9 41,259 34697 2,56
10 43,040 45743 3,38
11 44,992 46694 3,45
12 46,539 10681 0,79
13 52,181 32795 2,42
14 54,997 26871 1,98
15 55,317 44820 3,31
16 56,373 37913 2,80
17 68,789 31174 2,30
18 76,715 610030 45,03
Total 1354695 100,00




Extracéo por maceragao acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 4,267 48869 1,02
2 5,696 887830 18,47
3 6,667 13039 0,27
4 9,323 199835 4,16
5 9,653 67582 1,41
6 10,571 88690 1,85
7 11,008 58840 1,22
8 11,691 73464 1,53
9 11,883 22413 0,47
10 12,469 59332 1,23
11 13,003 156609 3,26
12 13,344 63259 1,32
13 13,621 15326 0,32
14 13,963 84960 1,77
15 14,304 42410 0,88
16 14,709 83919 1,75
17 14,955 302877 6,30
18 15,221 122643 2,55
19 15,669 143022 2,98
20 16,085 29690 0,62
21 16,949 23417 0,49
22 17,312 121949 2,54
23 19,008 25943 0,54
24 19,680 26841 0,56
25 20,160 58910 1,23
26 20,789 58063 1,21
27 21,077 20286 0,42
28 21,461 42681 0,89
29 21,760 13122 0,27
30 21,973 11202 0,23
31 22,667 44379 0,92
32 23,253 21834 0,45
33 23,488 35432 0,74
34 24,427 52650 1,10
35 28,469 16525 0,34
36 32,149 19437 0,40
37 41,365 46636 0,97
38 43,147 46280 0,96
39 43,957 18954 0,39
40 45,088 45620 0,95
41 46,656 12357 0,26
42 52,267 39200 0,82
43 53,205 15153 0,32
44 53,664 26817 0,56
45 54,656 20430 0,43
46 55,061 72774 1,51
47 55,392 130687 2,72
48 55,925 11013 0,23
49 56,448 99005 2,06
50 68,875 187132 3,89
51 69,504 63425 1,32
52 71,680 30107 0,63
53 76,789 746155 15,52
54 77,312 37309 0,78
Total 4806334 100,00
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APENDICE I - Tabelas referentes as areas relativas dos sinais gerados nos cromatogramas obtidos a partir de

cultura de raizes de C. Dendroides submetidas a condi¢do MC.

Extracdo por maceracdo dinamica.

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 5,291 100864 9,99
2 6,603 335554 33,24
3 10,581 17511 1,73
4 15,317 7222 0,72
5 20,299 8748 0,87
6 22,837 8041 0,80
7 23,605 19048 1,89
8 25,365 11918 1,18
9 27,936 11832 1,17
10 41,440 16166 1,60
11 43,221 20012 1,98
12 45,141 21145 2,09
13 52,309 17940 1,78
14 55,104 29438 2,92
15 55,424 34740 3,44
16 56,469 34380 3,41
17 68,928 14115 1,40
18 76,864 300845 29,80
Total 1009519 100,00

147



Extracdo por maceracéo acelerada por ultrassom

Tempo de retencdo | Area | Area relativa (%)
1 4,117 38785 1,52
2 4,277 35057 1,37
3 5,483 268019 10,50
4 5771 165785 6,49
5 6,069 30994 1,21
6 8,160 138732 5,43
7 9,397 134043 5,25
8 9,739 52477 2,06
9 10,635 76406 2,99
10 13,408 16579 0,65
11 14,059 91896 3,60
12 14,571 84947 3,33
13 14,773 58374 2,29
14 15,093 117780 4,61
15 15,296 102650 4,02
16 15,893 99301 3,89
17 16,149 27621 1,08
18 17,408 110659 4,33
19 20,139 92166 3,61
20 20,779 28766 1,13
21 21,067 43714 1,71
22 23,253 21297 0,83
23 23,467 49810 1,95
24 24,416 31623 1,24
25 27,808 13899 0,54
26 32,107 12145 0,48
27 35,605 15160 0,59
28 55,104 65885 2,58
29 55,435 80101 3,14
30 56,491 54415 2,13
31 68,928 25740 1,01
32 76,832 367933 14,41
Total 2552759 100,00
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