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RESUMO

Muitas espécies do género Piper apresentam ampla distribuicdo na Amazonia e diversas
aplicacdes bioldgicas devido a grande diversidade estrutural de seus metabdlitos secundarios.
A espécie Piper divaricatum, é endémica da Amazonia e produz em seu Gleo essencial
elevadas concentracGes de metileugenol (50 — 90%), um fenilpropandide com propriedade
antioxidante e fungicida. Devido as suas potenciais aplicacdes, 0 objetivo deste estudo foi o
estabelecimento do cultivo in vitro e a comparacdo da biossintese dos metabdlitos secundarios
e propriedades antioxidantes com o cultivo in vivo. Para o estabelecimento do cultivo in vitro
foram utilizados apices caulinares cultivados em meio Murashige e Skoog , acrescido do
regulador de crescimento BAP 0,5 mg.mL™. Para o cultivo in vivo, foram propagadas
microestacas em casa de vegetacdo no substrato vermiculita e adi¢do de solugdo nutritiva de
Murashige e Skoog. Os compostos volateis identificados nas folhas das plantulas cultivadas in
vivo foram metileugenol, B-elemeno e E-B-ocimeno, os quais ndo diferiram do cultivo in vivo,
com excecao dos 90 dias. O cultivo in vitro das raizes ndo se mostrou eficiente para producao
de fenilpropandides e apresentou um perfil bastante diferenciado em relacéo ao cultivo in vivo
de terpenos. De uma maneira geral, para as plantas cultivadas in vitro ndo houve diferenca
estatistica significativa no teor de compostos fendlicos e na atividade antioxidante das folhas.
No entanto, a atividade antioxidante das raizes foi bastante expressiva. Os resultados obtidos
reforcam a hipotese de que plantas regeneradas in vitro podem sintetizar metabdlitos
semelhantes a planta-mae e manter suas propriedades bioldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Piperaceae, micropropagacao, cultivo in vitro, metileugenol,
compostos fenolicos, atividade antioxidante.



ABSTRACT

Many species of the genus Piper are widely distributed in the Amazon and various biological
applications because of large structural diversity of its secondary metabolites. The species
Piper divaricatum, is endemic in the Amazon and produces in its essential oil high
concentrations of methyleugenol (50-90%), an phenylpropanoid with antioxidant and
fungicidal properties. Because of its potential applications, the objective of this study was to
establish the in vitro cultivation and comparing the biosynthesis of secondary metabolites and
antioxidant properties with the in vivo cultivation. For establish the in vitro culture were used
shoot apexes on Murashige e Skoog medium with addition of regulator BAP 0.5 mg.mL-1.
For in vivo cultivation, micropiles were propagated in the greenhouse in vermiculite and
adding nutritious Murashige e Skoog solution. The volatile compounds identified in the
leaves of seedlings grown in vivo were methyleugenol, p-elemene and E-B-ocimene, which
did not differ from in vivo cultivation, with the exception of 90 days. The in vitro culture of
roots was not efficient to produce phenylpropanoids and presented a very different profile
compared to the in vivo cultivation of terpenes. In general, for plants in vitro cultivated there
was no statistically significant difference in the phenolics compounds content and antioxidant
activity in the leaves. However, the antioxidant activity of roots was significant. The results
support the hypothesis that in vitro regenerated plants can synthesize metabolites similar the
matrix plant and maintain their biological properties.

KEY-WORDS: Piperaceae, micropropagation, in vitro culture, methyleugenol, phenolic
compounds, antioxidant activity.
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1- INTRODUCAO

Este trabalho tem como foco principal o estudo dos metabolitos presentes no 6leo
essencial da espécie Piper divaricatum que pretence a familia Piperaceae, sendo classificada
como endémica da regido amazonica.

O reino vegetal é responsavel pela maior parcela da diversidade quimica
conhecida e registrada na literatura e muitas familias de plantas tém uma distribui¢do global
(VIEGAS Jr et al, 2006). No entanto, poucas tém a rica histéria etnoboténica e
etnofarmacoldgica das Piperaceas, que ao longo dos séculos sdo utilizadas na medicina
popular e na culinaria, e apresentam um baixo risco para a saiude humana (IWU,1993). As
espécies com ocorréncia na Amazonia brasileira sdo reportadas como fungicidas (Piper
arboreum e P. tuberculatum), bactericida (P. marginatum), antioxidante (P. aduncum) e
antitumoral (P. aleyreanum) entre outras (SILVA et al, 2002; DUARTE et al, 2007;
REGASINI et al, 2008; SILVA et al, 2014).

A diversidade de classes metabolicas presentes nos extratos e 6leos essenciais
tornam as espécies de Piper uma fonte bastante promissora de matérias primas (MOREIRA et
al, 1998; MAIA et al, 1998). Dentre os metabdlitos dos 6leos essenciais podemos destacar 0s
fenilpropandides, dilapiol, safrol, apiol, miristicina, eugenol e metileugenol que ocorrem em
grandes quantidades em P. aduncum, P. callosum, P. krukoffii e P. divaricatum
(ANDRADE, GUIMARAES & MAIA, 2009; SILVA et al, 2011; SILVA et al, 2010).

Os estudos dos 0leos essenciais de P. divaricatum, reportam o predominio da
classe dos fenilpropandides, onde o tipo quimico metileugenol e eugenol é 0 mais comum no
estado do Pard (ANDRADE, GUIMARAES E MAIA, 2009; SILVA et al, 2010). Tendo em
vista que a produgédo de metabolitos em plantas pode sofrer variagdo devido a sazonalidade,
ritmo circadiano, desenvolvimento da planta, luminosidade, disponibilidade hidrica, regime
de cultivo e temperatura (GOBBO-NETO ; LOPES, 2006). Este trabalho abordara o monitoramento da
producdo dos metabolitos secundarios em P. divaricatum sob diferentes condi¢Ges de cultivo e
estes foram designados como cultivo in vivo e cultivo in vitro.

Como metodo de cultivo in vitro, elegeu-se a micropropagacéao, devido a mesma
representar uma alternativa promissora para a multiplicagdo de espécies de interesse e
producdo de metabdlitos secundarios de alto valor e importancia industrial (FILHO, 1995).
Estudos recentes indicam elevado potencial fungicida in vitro de P. divaricatum e tolerancia
in vivo contra o fitopatogeno Fusarium solani f. sp. piperis, causador da fusariose em
pimenteira-do-reino (P. nigrum) (SILVA et al, 2014; MEIRELES, 2014). Estas aplicacdes
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reforcam a importancia de métodos alternativos para produgdo em larga escala desta espécie,
visando sua aplicagdo biotecnoldgica ou até como trato cultural.

Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi monitorar a producdo de
metabolitos secundarios provenientes de plantas de P.divaricatum em diferentes regimes de

cultivo, bem como avaliar a atividade antioxidante dos extratos.
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

- Monitorar a producdo de metabolitos secundarios de P. divaricatum em cultivos in vitro e

in vivo visando a sua aplicacdo biotecnoldgica.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer um protocolo para micropropagacéo de P. divaricatum
- Comparar a producdo dos metabolitos secundarios através do cultivo in vitro e in vivo em
diferentes estagios de crescimento.

- Monitorar a producdo de compostos fenolicos e atividade antioxidante nos extratos
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3-REVISAO DA LITERATURA

3.1- Cultivo in vitro de espécies de Piper

Nos ultimos 50 anos, houve um desenvolvimento acelerado nos estudos acerca de
metabolitos secundarios de plantas. Estes compostos sdo conhecidos por desempenharem um
papel importante na adaptacdo ao meio ambiente e também representam uma fonte importante
de substancias farmacologicamente ativas. O uso da cultura de células de planta para a
producdo de substancias de interesse contribuiu grandemente para avancos em diversas areas
da fisiologia e bioquimica vegetal. Diferentes estratégias, usando sistemas de cultura in vitro,
foram estudadas com o objetivo de aumentar a producdo de metabolitos secundarios
(FUMAGALLI, 2008).

Os fenilpropanoides sdo um importante grupo de metabdlitos secundarios que
contribuem para diversas funcGes fisioldgicas/ecoldgicas nas plantas, incluindo a defesa
contra micro-organismos e insetos, e também como chamarizes a polinizadores (USIA et al.,
2005). O oleo essencial de P. divaricatum é caracterizado por tipos quimicos: metileugenol +
eugenol e miristicina (ANDRADE, GUIMARAES & MAIA, 2009). Apesar de poucos
estudos acerca desta espécie, sdo reportadas atividade antioxidante, antimicrobiana e
fungicida (SILVA et al, 2010).

Métodos de cultivo in vitro, como micropropagacao, representam uma alternativa
promissora para a multiplicacdo de espécies de interesse e producdo de metabolitos

secundarios de alto valor e importancia industrial (FILHO, 1995).

3.2.1 Producéo de metabolitos em plantas

As plantas sdo fontes valiosas de uma vasta gama de metabdlitos secundarios, que
sdo usados como produtos farmacéuticos, agroguimicos, aromas, fragrancias, corantes,
biopesticidas e aditivos alimentares (RAO, RAVISHANKAR, 2002). Estima-se que acima de
80% dos compostos naturais conhecidos tem sua origem em plantas e muitos sdo de dificil
obtencdo por sintese quimica (PHILLIPSON, 1990; BALANDRIN e KLOCKE, 1988;
FOWLER e SCRAGG, 1988).
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Propriedades bioativas presentes em extratos vegetais e 6leos essenciais, produzidos
pelas plantas, como uma consequéncia do metabolismo secundario, mostraram-se eficientes
no controle do crescimento de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias, o que evidencia o potencial das plantas no combate a
esses organismos patogénicos (DUARTE, 2006).

A identificagdo de novos compostos quimicos, a partir de plantas nativas ou
medicinais, possibilita a obtencdo de substancias capazes de controlar ou inibir o
desenvolvimento dos fitopatdgenos (SILVA et al., 2009).

Os metabolitos secundarios desempenham papeis importantes na bioquimica e
fisiologia dos vegetais. Muitas classes de produtos naturais constituem grupos importantes de
metabolitos secundarios, estando envolvidos em muitos processos fisiologicos de plantas,
particularmente naqueles que respondem ao estimulo ambiental. A composicao de metabolitos
secundarios nos tecidos da planta pode influenciar diretamente na qualidade e toxicidade dos
alimentos produzidos para humanos e animais (STOBIECKI et al., 2003).

As culturas celulares de plantas podem acelerar a sintese de grandes quantidades de
metabolitos secundarios dentro de um curto periodo, o que o torna favoravel a producdo em
plantas, para as quais o acumulo destes metab6litos pode variar, desde uma estacao (plantas
anuais) ou diversos anos (plantas perianuais) (CROTEAU et al., 2000; SANTOS et al., 2007).
Muitas estratégias podem ser utilizadas para induzir ou aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios, uma das maneiras mais efetivas, € a adicdo de compostos precursores ou
intermediarios ao meio de cultivo (SILVESTRINI et al., 2002; SHEPHERD, 1995).

3.2.2 Espécies de Piper ricas em fenilpropandides cultivadas in vitro

A expressdo de muitas vias metabdlicas secundarias pode ser facilmente alterada
por fatores externos, como 0s niveis de nutrientes, fatores de estresse, luz e reguladores de
crescimento. Muitos dos componentes de meios de cultura de células vegetais sdo importantes
para determinar o crescimento e acumulacdo de metabolitos secundarios (STAFFORD et al,
1986;. MISAWA, 1985).

Muitas espécies de plantas cultivadas in vitro produzem metabdlitos secundarios em
maior quantidade quando comparadas as plantas-maes. No entanto, ainda existem problemas

na producdo destes, por culturas celulares provenientes da instabilidade das linhagens,
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crescimento lento e problemas de scale-up (RAVISHANKAR,VENKATARAMAN, 1993).
As espécies P. cernuum e P. crassinervium foram cultivadas por suspenséo celular e
mostraram divergéncia na producdo de metabdlitos secundarios no cultivo in vivo e in vitro
(Figura 1) (DANELUTTE et al, 2005). O extrato de P. cernum, cultivado in vivo foi
previamente fracionado e foram identificados véarios derivados do acido cinamico (7, 8, 9,
10,11) (MOREIRA, GUIMARAES, KAPLAN, 2000; D’ABROSCA et al, 2004; TAKAYA et
al, 2003). A cultura in vitro de calos de P. cernuum, utilizando folhas como explantes em
meio MS, suplementado com 2,4-D (0,2 mg.mL™) e GA3 (0,5 mg.mL™) como reguladores de
crescimento, resultou na producdo de tiramina (12) e dopamina (13) (DANELUTTE et al,
2005). Para P. crassinervium explantes de brotos em meio MS, acrescidos de ANA (1,0
mg.mL™?) e BAP (0,2 mg.mL™), produziram vérias aristolactamas (19, 20, 21 e 22) como
majoritarias. Os metabolitos isolados de P. crassinervum cultivados in vivo foram &cidos
benzdicos prenilados (14, 15, 16) e flavondides (17,18) (DANELUTTE et al, 2005).

FIGURA 1. Compostos majoritarios identificados nos tecidos de P. cernuum e P. crassinervium cultivadas in
vitro e in vivo.
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O cultivo in vitro por suspensdo celular de P. solmsianum e P. aduncum
apresentou diferencas nas respostas morfogenéticas e consequentemente na producdo de
metabolitos (BALBUENA et al, 2006). A comparacdo do perfil quimico das plantas
cultivadas in vitro e in vivo mostrou uma ativacdo da via dos fenilpropanodides em P.
solmsianum e diferentes origens biossintéticas em P. aduncum. O cultivo in vitro provocou
diferenciacdo e maior acimulo de metabolitos nas raizes em ambas espécies (BALBUENA et
al ,2006). Alguns relatos de cultivo in vitro encontrados para P. hispidinervum (pimenta
longa) mostraram alta obtencéo de safrol através da inducdo de calos, com adicdo de &cido
2,4 - diclorofenoxiacético (2,4-D), &cido naftalenoacético (ANA) e benzilaminopurina (BAP)
ao meio MS (SANTIAGO et al, 2003; VALLE, 2003).

3.3 - A Espécie Piper divaricatum G. Meyer

A espécie P. divaricatum (Figura 2) é conhecida na Amazonia brasileira como
“pau-da-angola”, “jaborandi-manso” ou “betre”. Trata-se de um arbusto com até 9,0 m de
altura, dotado de glandulas e glabro. Folhas com bainha curta; lamina oblongo-eliptica ou
lanceolada, de 8,0-14,0 cm de comprimento e 3,0-7,0 cm de largura. Espigas eretas ou
péndulas, até 6,0 cm de comprimento e 5,0-8,0 mm de didmetro, alcangando na frutificacdo
até 1,0 cm de didmetro. Encontra-se distribuida na América do Sul nos paises Bolivia, Brasil
(AM, AP, BA, CE, ES, GO, MT, MS, MG, PA, PE, RJ, RO, RR), Colédmbia, Equador,
Guiana, Peru, Suriname (YUNCKER, 1973, GUIMARAES & GIORDANO, 2004).

FIGURA 2. Espécie P. divaricatum G. Meyer cultivada no Bosque Camilo Viana, UFPA
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E empregada na medicina popular como inseticida e contra dores reumaticas e
colicas (AVELLA, DIAZ & DIAZ, 1994; PECKOLT & PECKOLT, 1888). Do ponto de vista
quimico existem poucos estudos: o fracionamento do extrato etandlico dos galhos resultou no
isolamento de um alcal6ide 4,5-dioxoaporfinico e os fenilpropanoides y-asarona e 4-hidroxi-
2,5-dimetoxialilbenzeno (AVELLA, DIAZ & DIAZ, 1994).

Recentemente, foi relatado um novo tipo quimico rico em safrol (98,0%), com
ocorréncia em Itabuna, estado da Bahia (BARBOSA et al, 2012). As estruturas dos principais

compostos identificados em P. divaricatum encontram-se na figura 3.

FIGURA 3. Estruturas das principais substancias identificadas em P. divaricatum
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Fonte: Autor (2014).

O dleo essencial de P. divaricatum apresenta propriedades antioxidantes no
combate de radicais livres DPPH e inibidor da peroxidacdo lipidica no sistema p-caroteno/
acido linoléico (SILVA et al., 2010). Além disso, apresentou atividade fungicida in vitro
contra os fitopatdgenos Cladosporium cladosporioides, C.sphareospermum e Fusarium solani
f. sp. piperis (SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2014).Clones de um espécime coletado na
cidade de Breves, ilha do Marajo (PA) cultivados em casa de vegetacdo até seis meses de
idade foram inoculados com esporos de F. solani f. sp. piperis, fitopatdgeno que provoca a
fusariose em P. nigrum. Os sintomas foram avaliados por 100 dias e P. divaricatum mostrou
total tolerancia a fusariose (MEIRELES, 2014).

Em virtude de suas aplicacBes e ocorréncia restrita, o estudo dos metabolitos
secundarios produzidos em diferentes condicdes de cultivo se faz necessario, pois a
micropropagacdo pode se tornar viavel, uma vez que as sementes levam cerca de dez meses

para atingir o estdgio de maturacdo (dados ndo publicados) . Para tal é necessario que se
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tenha reprodutibilidade para se otimizar o processo. Desta forma, a utilizagdo da cultura de
tecidos para P. divaricatum torna-se uma importante estratégia para sua aplicagdo em
programas de melhoramento ,juntamente com Piper nigrum para a clonagem e multiplicacao
de plantas em larga escala em um curto intervalo de tempo. Dentre as perspectivas, esta seu
possivel uso no controle da fusariose em P. nigrum, atuando como porta-enxerto ou na

protecdo do solo dos pimentais.

3.4 - Micropropagacéao

A cultura de tecidos vegetais, também denominada de -cultura in vitro,
micropropagacdo ou cultura axénica é uma importante ferramenta para estudos basicos e
aplicados, bem como para aplicacdes comerciais (LIMA; MORAES, 2006). O termo cultura
de tecidos é geralmente usado para cultivos assépticos de células, tecidos ou érgdos que estéo
sob condicdes fisicas e quimicas controladas in vitro (THORPE, 2007). Os primeiros ensaios
de cultura de células vegetais foram relatados em 1756, contudo, a base tedrica foi proposta
por Haberlandt em 1902, boténico alemdo que materializou os conceitos embutidos na teoria
celular proposta por Schwann e Schleider (KERBAUY, 1997; THORPE, 2007).

A cultura de tecidos em plantas pode ser estabelecida rotineiramente sob
condicBes estéreis a partir de varios explantes, tais como folhas, caules, raizes e meristemas.
Esta técnica tem sido empregada para produc¢do in vitro de metabdlitos secundarios de varias
plantas medicinais (HUSSAIN et al, 2012). E uma ferramenta com alto potencial de aplicacio
no melhoramento vegetal, e pode ser utilizada desde a multiplicagdo de material genético,
para a troca e a avaliagdo de germoplasma, até a producdo de mudas livres de virus. Sua
aplicacdo também se estende ao aumento da variabilidade genética mediante a producéo de
variantes somaclonais e como fase essencial para a obtencdo de plantas transgénicas.
(ANDRADE, 2002).

A micropropagacdo possibilita a multiplicacdo por via assexuada, resultando em
um grande numero de clones. Genotipos superiores podem ser multiplicados sem modificacéo
genética, fator importante para a manutencdo de caracteristicas agronémicas. A técnica ainda
pode proporcionar maior precocidade na producdo e abreviar o tempo necessario a liberacao
de uma nova cultivar (BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006).

O protocolo de cultivo in vitro consiste em etapas como: isolamento de pequenos
fragmentos do tecido vivo (explantes), desinfestacdo e cultivo asséptico por periodos

indefinidos em um meio de cultura apropriado. O objetivo é obter uma nova planta idéntica a
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original, ou seja, realizar uma clonagem vegetal que € definida como uma propagacao
assexuada de células ou organismos, de modo a obter um novo individuo, mantendo-se o
gendtipo idéntico aquele do ancestral comum (TORRES et al. 2000).

Para que este processo de clonagem seja obtido, uma importante caracteristica
vegetal deve ser mencionada, a totipotencia. Células totipotentes sdo aquelas que podem se
diferenciar em qualquer tipo de tecido.

A diferenciacdo é um termo qualitativo, que reflete um processo de especializacao
celular, e ocorre quando uma célula em divisdo produz duas novas células que serdo
destinadas a assumir caracteristicas anatdmicas e fungdes diferentes (ALBERTS, 2010).
Podemos citar como exemplo, os estadios iniciais de desenvolvimento da plantula, nos quais
a divisdo do zigoto produz células que produzirdo as raizes e outras que dardo origem a parte
aérea (ALBERTS, 2010).

Em muitos casos, uma célula madura (diferenciada ou especializada), podera ser
estimulada a funcionar como uma célula meristematica, um fendmeno conhecido como
desdiferenciacdo (HOPKINS,2000). A habilidade para desdiferenciar-se demonstra que células
diferenciadas (maduras) retém toda a informacdo genética requerida para o desenvolvimento
de uma planta inteira, uma propriedade conhecida como totipoténcia (FERRI,1985).

Segundo GUEDES (2008), a micropropagacdo apresenta vantagens a propagacao
convencional para a grande maioria das plantas, tais como:

a) Aumento da taxa de multiplicacao;

b) Obtencdo em larga escala de uma Unica fonte de explante ou qualquer outro
tecido da planta potencialmente responsivo;

¢) Manutencdo da planta original apés a retirada de explantes, um fator de
consideravel importancia se tratando de plantas raras;

d) Maior nimero de plantas obtidas em menor espacgo de tempo;

e) Propagacdo continua ao longo do ano, baixo custo, uma vez estabelecido e
otimizado seu protocolo e armazenamento;

As vantagens citadas garantem ao produtor um acesso a plantas de alta qualidade
genética e produtividade uniforme, promovendo assim um impacto no mercado de plantas
(GRATTAPAGLIA, MACHADO, 1998).



25

Um dos parametros essenciais na cultura de tecidos vegetais séo as formulagoes
utilizadas no meio de cultura, os quais podem ser adicionados reguladores vegetais com a
finalidade de suprir possiveis deficiéncias endogenas dos explantes e auxiliar no
desenvolvimento dos tecidos (GRATTAPAGLIA, MACHADO, 1998; CALDAS et al.,1998).
Além disso, as vias metabdlicas basicas sdo conservadas nas células cultivadas in vitro,
embora alguns processos, como a fotossintese, possam ser inativados pelas condi¢Ges de
cultivo e pelo estado de diferenciacdo das células (CALDAS et al., 1998). Contudo, vale
ressaltar que o sucesso na micropropagacdo de qualquer espécie vegetal € orquestrado por trés
fatores: o gendtipo, a fonte de explante (folha, raiz, caule, meristema, embrido) e a condi¢do
da cultura (meio de cultura, luz, temperatura, recipiente) (ANDRADE, 2002).

Diversas formulacdes de meios basicos tém sido utilizadas, e podemos destacar o
meio MURASHIGE e SKOOG (1962), abreviado como MS e suas modificacbes, que
apresentam bons resultados para diversas espécies (PASQUAL, 2001). A composicdo é
constituida por macro e micronutrientes, vitaminas, fonte de carboidrato (geralmente,
sacarose) e aminoacidos (BERTOZZO, 2010). Além disso, para evitar ou reduzir as perdas
de materiais em funcdo de contaminacGes enddgenas ou provenientes do ambiente, séo
empregados diversos métodos de esterilizagdo, assim como cuidados na assepsia dos
ambientes de manuseio e de incubagéo dos cultivos (BERTONCELLI, HASSE, OLIVEIRA,
2009).

3.5 - Desinfestacao in vitro de explantes

A contaminacdo por micro-organismos € um dos principais problemas para a
aplicacdo da micropropagacédo e pode ser um fator limitante para o estabelecimento e cultivo
in vitro de certas espécies (RIBAS et al., 2003). Os microorganismos sdo facilmente
transmitidos de um material para o0 outro e na maioria dos casos, a presenca de fungos e
bactérias ocorre poucos dias ap6s a inoculagdo ou em sua minoria na fase de producéo
(GRATTAPAGLIA, MACHADO, 1998). Por este motivo, varias pesquisas sdo desenvolvidas
para a prevencdo ou eliminacdo dos contaminantes, e abrangem desde o desenvolvimento de
protocolos de assepsia, cuidados com as plantas-matrizes, até o uso de produtos
antimicrobianos, adicionados ao meio de cultura (PEREIRA et al., 2009).

Quando as condi¢bes do meio de cultura (nutricdo, pH) tornam-se favoraveis aos
micro-organismos endofiticos, ocorre uma competicdo por nutrientes minerais e carboidratos,

que podem comprometer a multiplicagdo e o desenvolvimento dos explantes
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(MONTARROYOS, 2000). Estes micro-organismos também produzem metabdlitos
fitotdxicos, tais como os acidos lactico, acético e cianeto (PEREIRA; MATTOS; FORTES,
2003)

Os pre-tratamentos aplicados na planta matriz sdo essenciais para 0 sucesso da
assepsia,principalmente quando se trata de micro-organismos endégenos (GRATTAPAGLIA,;
MACHADO, 1998). Varias substancias com acdo germicida, como o etanol, hipoclorito de
sodio e de calcio sdo utilizadas para desinfestar explantes. Além dos citados, outros agentes
como agua oxigenada, nitrato de prata e cloreto de mercurio podem ser utilizados e sua acao
sera influenciada pelo tipo e idade do explante, concentracdo da solugdo e tempo de oxidacéao
(DONNI et al., 2005). Para manter a consisténcia do tecido a ser desinfestado a relagdo entre a
concentracdo da solucdo e tempo de exposicdo deve ser inversamente proporcional, uma vez
que a oxidacdo do tecido, causada pelos agentes utilizados na desinfestacdo, vai influenciar na

regeneracdo do explante.

3.5.2 - Adicéo de antibioticos

Apbs a assepsia para eliminacdo dos microorganismos superficiais, 0s explantes
podem ser transferidos para 0 meio de cultura contendo antibioticos, usados para controlar
contaminagfes bacterianas enddgenas (WENDING, DUTRA, ROSSI, 2006). As bactérias
enddgenas impdem consideraveis limitacbes mesmo na fase inicial da propagacédo in vitro,
podendo resultar na inviabilidade do experimento, perdas econdmicas e de material genético
(SOUZA et al. 2006).

Dentre os antibioticos mais usados estdo cefalexina, ampicilina, estreptomicina,
rifampicina, kasugamicina, carbenicilina, cefalosporinas, neomicina, canamicina,
cloranfenicol e tetraciclinas (WENDING, DUTRA, ROSSI, 2006). Além da eliminagdo de
bactérias na cultura de tecidos, os antibioticos podem em alguns casos auxiliar no
desenvolvimento do tecido vegetal (HOLFORD, NEWBURY, 1992; MAMIDALA, NANNA,
2009).

A baixa eficiéncia da descontaminacdo somente com NaClO pode ser atribuida a sua
acao superficial no tecido vegetal. A rifampicina, por sua vez pode ser utilizada como
alternativa ao NaClO, devido a sua capacidade de controlar bactérias enddgenas (TORRES et
al. 1998). A rifampicina foi eficaz no controle de bactérias enddgenas em gemas laterais do
mamoeiro (CORNELIO; HARIDASAN,1995). Na micropropagacdo da cana-de-aglcar, a

amoxicilina foi o antibidtico mais eficiente na inibicdo de Acetobacter diazotrophicus,
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enquanto o uso de amoxicilina e cefuroxima sddica ndo foi eficiente para eliminar a bactéria
Herbaspirillum spp (DONATO et al., 2005).

3.5.3 - Adicéao de reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento sdo substancias de origem natural ou sintética que
aplicados em plantas alteram o balanco hormonal e influenciam no desenvolvimento e
crescimento (ESPINDULA, 2010). Geralmente, os reguladores sao aplicados com a finalidade
de aumentar a producdo e a qualidade ou facilitar a colheita. A aplicacdo de reguladores
vegetais tém mostrado grande potencial de incremento na produtividade de algumas culturas,
porém sua adocdo ndo € uma pratica rotineira em culturas que ndo atingiram alto nivel
tecnoldgico (ESPINDULA, 2010; FERRARI et al., 2008; LAMAS, 2001).

Os reguladores de crescimento agem como sinalizadores quimicos na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento de plantas. Regularmente, ligam-se a receptores na planta e
desencadeiam mudancas no metabolismo celular que podem afetar a iniciacdo ou modificacao
do desenvolvimento de 6rgdos ou tecidos. Normalmente atuam no metabolismo de giberelinas
e podem reduzir o alongamento de entrends de plantas de acordo com o estadio fenolégico de
aplicacdo e da dose empregada (TREHARNE et al., 1995). Vérios autores reportam
mudangas nas plantas causadas pela aplicacdo de reguladores de crescimento, principalmente
em cereais de inverno, como alteracdo na arquitetura das plantas, nos componentes de
producdo e na produtividade da cultura, mesmo se ndo ocorrer acamamento da cultura
(FERNANDES, 2009; RODRIGUES; VARGAS, 2002; ZAGONEL et al., 2002).

Os horménios vegetais sdo produzidos nas plantas em pequenas quantidades e apesar
disto, produzem efeitos significativos nos locais de producdo ou em outros sitios de agéo
(TAIZ & ZEIGER, 2009). Além dos hormonios produzidos naturalmente, existem os
analogos sintéticos, também conhecidos como reguladores vegetais que possuem vasta
aplicacdo na agricultura e silvicultura moderna (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Dentre os reguladores vegetais mais utilizados estdo as auxinas, como o acido
indolilbutirico (AIB, 1), &cido naftalenoacético (ANA, 2), acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D, 3), acido 1H-indol-3-acético (AlA, 4), dentre outros. A principal funcdo das auxinas
na cultura de tecidos vegetais é regular a divisdo e alongamento celular e também, induzir a
formacdo do sistema radicial (TAIZ & ZEIGER, 2009). Além das auxinas, as citocininas

como o benzilaminopurina (BAP, 5) e cinetina (KT, 6) também sdo empregadas visando a
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proliferagédo de brotagdes nos explantes (TOMBOLATO & COSTA, 1998). Na figura 4,
temos a ilustragdo dos principais reguladores de crescimento utilizados no cultivo in vitro.

FIGURA 4. Estrutura dos principais reguladores de crescimento utilizados no cultivo in vitro de tecidos
vegetais.
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4 -MATERIAL E METODOS

Os ensaios de cultivo in vitro foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia da
Embrapa Amazbnia Oriental, Belém, Pard. Os experimentos de extracdo, metabdlitos
secundarios e atividade bioldgica foram realizados no Laboratorio de Engenharia de Produtos
Naturais, ITEC/UFPA.

4.1 - Coleta do material Vegetal

Para realizacdo dos experimentos, foram tomados como fonte de explantes apices
caulinares oriundos de micro estacas provenientes de P. divaricatum, cultivados no bosque

Camilo Viana/ UFPA (Pd-1) e em casa de vegetacdo na Embrapa Amazonia Oriental (Pd-I1).

4.1.2. Cultivo in vitro de P. divaricatum a partir dos apices caulinares

Para o estabelecimento, do protocolo de regeneracdo de P. divaricatum, foram
utilizados como explantes, os apices caulinares oriundos de micro estacas obtidas do banco
ativo de germoplasma (BAG) da Embrapa Amazénia Oriental, e de plantas cultivadas no
bosque Camilo Viana/ UFPA.

As microestacas foram cultivadas em casa de vegetacdo no substrato vermiculita. Os
apices caulinares, provenientes das micro estacas, foram excisados, e em seguida foram
submetidos a assepsia inicial por imersdo em etanol 70% e hipoclorito de sodio nas
concentracdes de 1,5 e 2,0%, seguida de sucessivas lavagens com &gua destilada esteéril.
Posteriormente, foram imersos em solugdo de sulfato de estreptomicina nas concentracfes
0,1, 0,2 e 0,3% (m/v), e solucdo de rifampicina nas concentracbes 0,1, 0,2 e 0,3% (m/v).
Adicionalmente, foi utilizado o fungicida Derosal nas concentra¢bes 0,2 e 0,5% (m/v) em
diferentes intervalos de tempo.

Os meios selecionados para o cultivo foram o MS e % MS com e sem adi¢édo dos
antibioticos estreptomicina, amoxilina e rifampicina. Além disso, houve também a adicédo dos
reguladores de crescimento BAP e ANA 0,5 mg /mL. O agente solidificante foi o Phytagel na
concentracéo de 2,0 g.L ™ e o pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. A fase
de estabelecimento foi realizada em sala de crescimento, com temperatura 25 £ 3°C e

fotoperiodo de 16 horas luz a uma intensidade luminosa de 30pumol m?s™. Cada tratamento
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foi composto por trés repeticGes e encontram-se representados na tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos mostrando a concentracdo do meio de cultura, reguladores de crescimento e antibiéticos
utilizados no cultivo in vitro de P.divaricatum.

Meios de Reguladores de Antibiéticos (mg.mL™)
Tratamento Crescimento
Cultura (0,5 mg.mL™) Estreptomicina Amoxilina Rifampicina
MS %MS BAP ANA 100 200 100 200 100
TO X
T1 X X
T2 X X
T3 X X
T4 X X
T5 X X
T6 X X
T7 X X X
T8 X X X
T9 X X X
T10 X X X
T11 X X

4.1.3 - Cultivo in vivo de Piper divaricatum a partir de micro estacas

Para o cultivo, foram utilizados segmentos nodais (microestacas) das plantas matrizes
PDI e PDII, os quais foram transferidos para bandejas plasticas de polipropileno com 24
células. Cada microestaca possuia apenas um né e possuia cerca de 6 cm de comprimento.
Para cada célula foi colocado um segmento nodal e acrescentado vermiculita como substrato.
As bandejas foram irrigadas duas vezes ao dia para atingir a umidade desejavel. A cada 3
dias, foram adicionados 10 mL de solucdo nutritiva a base de MS sem regulador de
crescimento. As plantulas regeneradas a partir das microestacas foram utilizadas para o
monitoramento dos metabolitos secundarios, bem como fonte de novos explantes. Para as
plantulas utilizadas como explantes, foi feita a assepsia com fungicida Derosal 0,2%, a cada 7
dias.

O cultivo foi realizado em casa de vegetacdo na EMBRAPA (Belém, PA) e as folhas e
raizes das plantulas foram coletadas aos 30, 60 e 90 dias de crescimento para o

monitoramento dos metabdlitos secundarios e atividade antioxidante.
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4.1.4 - Monitoramento da Producao dos Metabdlitos Secundarios

A biomassa (folhas e raizes) dos espécimes cultivados (Pd-I e Pd-I1) in vitro e in vivo
foi coletada aos 30, 60 e 90 dias de crescimento e foram monitorados 0s compostos volateis,
compostos fenolicos e atividade antioxidante. As amostras foram codificadas de acordo com a
tabela 2.

Tabela 2. Amostras obtidas a partir do cultivo in vitro e in vivo dos espécimes | e Il de P. divaricatum nos
diferentes periodos de crescimento.

Amostra Procedéncia Cultivo Parte da planta Dias de coleta
UFPA EMBRAPA Invitro* Invivo Folhas Raizes 30 60 90
Pd-I1F30 X X X X
Pd-1F30* X X X X
Pd-IR30 X X X X
PdI-R30* X X X X
Pd-1F60 X X X X
Pd-IF60* X X X X
Pd-IR60 X X X X
PdI-R60* X X X X
Pd-1F90 X X X X
Pd-1F90* X X X X
Pd-IR90 X X X X
PdI-R90* X X X X
Pd-11F30 X X X X
Pd-11F30* X X X X
Pd-11R30 X X X X
PdlI-R30* X X X X
Pd-11F60 X X X X
Pd-11IF60* X X X X
Pd-11R60 X X X X
PdIl-R60* X X X X
Pd-11F90 X X X X
Pd-11F90* X X X X
Pd-11R90 X X X X
PdIl-R90* X X X X
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4.1.5 - Extragdo dos compostos volateis

As folhas e raizes de P. divaricatum (3 g) foram colocadas em um baldo de 250 mL
e adicionados 100 mL de &gua destilada. Em outro baldo de 5 mL foram adicionados 3mL de
n-pentano. Os balBes foram conectados ao extrator de Likens-Nickerson, aparato apropriado
para microextracdo e destilacdo simultanea. A temperatura da &gua de condensacdo foi
mantida a 10°C e apds 2 h de extracdo, a fracdo organica foi coletada e analisada por
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para identificacdo dos

volateis.

4.1.6 - Anélise da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais

A analise quantitativa da composic¢do quimica do material foi analisada por CG-FID
(Cromatografia Gasosa acoplada a detector com lonizacdo de chamas), equipamento FOCUS
(Thermoelectron) equipado com coluna capilar DB-5 (30m x 0,25 mm x 0,25um), nitrogénio
como gas de arraste (fluxo de 1,2 mL/min), injecdo splitless (splitflow 20:1) temperaturas do
injetor e detector 250°C e aquecimento da coluna de 60 a 240°C (variagdo de 3°C/min). A
analise qualitativa foi feita nas mesmas condi¢cGes por CG-EM (Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas), equipamento DSQ Il, gas de arraste: Hélio, fonte de
ions: 70 e V (impacto eletrénico), temperatura da fonte de ions e da linha de transferéncia de
200°C.

Cada composto foi identificado através da comparacdo de seu espectro de massas
(massa molecular e o padréo de fragmentagdo) com o0s espectros existentes na biblioteca do
sistema (Willey, NIST) e na literatura (ADAMS, 2007). Os indices de retengdo (IR) foram
determinados através a partir de uma série de hidrocarbonetos homologos (Cg-C»4) injetados

nas mesmas condic¢des cromatograficas das analises das amostras.
4.1.7 - Preparacdo dos extratos
As folhas e raizes de P. divaricatum (2,0 g) foram extraidas com 100 mL de acetato de

etila por 72 horas e a cada 24h colocados em ultrassom por 10 minutos. Posteriormente, 0s

extratos liquidos foram concentrados em evaporador rotativo.
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4.1.8 - Determinacéo do indice de fenolicos totais

Foi preparada a curva de calibracio com o padrdo fendlico &cido galico nas
concentracdes de 0,5; 1,2 : 4 : 6 ; 8 e 10 mg.L™. Aliquotas de cada solucdo (500 pL) foram
misturadas com 250 pL do reagente Folin-Ciocalteu 1N e 1250 pL de carbonato de sodio
(75,0 g.L™"). Apés 30 minutos, em ambiente escuro a absorbancia da reacdo foi lida a
temperatura de 25°C a 765 nm, utilizando um espectrofotdmetro UV - visivel. Os extratos
foram solubilizados em metanol a concentracéo inicial de 40 mg.mL™ e diluidos em agua de
modo a induzir uma absorbancia final entre 0,3 e 0,7 (A: 765 nm). O teor de fendlicos foi
expresso em miligramas de &cido galico equivalente (AGE) por grama de extrato. De acordo

com a equacéo:

EAGgg= (Absax D x ax d) / Ca
Onde:
Absp = absorbancia da amostra; D= diluicdo da amostra; a= coeficiente angular da reta de

calibracdo, d= dilui¢do na reacéo, Ca= concentracdo da amostra (g.L™)
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4.1.9 - Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do sequestro de radicais DPPH
(Brand-Williams et al, 1995). Para os testes com extratos foi preparada uma solucdo de
DPPH’ 60 uM em MeOH com absorbancia inicial de aproximadamente 0,62 + 0,02 (A = 517
nm), a temperatura ambiente. Aliquotas de 50 pL de extrato na concentracio de (20 mg.mL™)
foram misturadas com 1950 uL da solu¢do do radical DPPH’ e no teste em branco as amostras
foram substituidas por metanol. A absorbancia das amostras foi lida de maneira a observar o
efeito da concentracdo sobre o radical DPPH, a leitura da absorbancia foi monitorada no
tempo zero e em intervalos continuos de 30 min até completar duas horas de reacdo. A
porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH" (Ipppy) para cada amostra, apés 120 min foi

calculada de acordo com a equacao:

Abs,
=1 - (22 10

Onde:

Abs A e Abs B sdo as absorbancias da amostra e do controle (branco) no término da reacéo,

respectivamente.

Para comparacdo com o padrdo Trolox foi construida uma curva de calibracdo
(concentragdo versus inibigcdo) nas concentracdes de 1,5; 1,0 ; 0,75 ; 0,5 ; 0,25 mg.mL™. Desta
forma, os valores de inibicdo de cada amostra foram convertidos em mg do equivalente

Trolox/ g de matéria seca (mg ET/qg).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Cultivo in vitro

Nos ensaios iniciais para o estabelecimento do cultivo in vitro de P. divaricatum,
houve adi¢do de antibioticos e fungicidas na etapa de assepsia e ao meio de cultura no preparo
dos explantes. As etapas que demonstraram maior eficiéncia na diminuicdo da contaminacgéo
foram: associacgdo de hipoclorito de sodio 0,2% (NaClO) por 20 minutos seguido de solugédo
de rifampicina 3,0%, por 30 minutos. O fungicida Derosal na concentracdo de 0,5% por 120
minutos apresentou maior eficiéncia no controle do crescimento de fungos nos explantes.

Problemas de contaminacdo e oxidacdo foram encontrados durante o estabelecimento
do cultivo in vitro das cultivares de P. nigrum, “Apra”, “Bragantina” e “Kottanadan”. A
cultivar “Apra” mostrou contaminagdo por bactérias enddégenas nos meristemas provenientes
de plantas adultas e oxidacdo de 13% dos meristemas, ap0s sete dias de inoculagdo (SILVA,
2011).

No cultivo in vitro da bananeira (Musa sp.), a assepsia dos explantes em NaClO a 1%,
seguido da imersdo em rifampicina a 300 mg. L™, promoveu uma reducdo significativa na
contaminacgdo bacteriana quando comparada a imersdo apenas em NaClO a 1%. A utilizacdo
de NaClO em concentragfes maiores gque as usuais ndo causou oxidacdo excessiva que
impedisse o estabelecimento dos apices caulinares (LIMA; MORAES, 2006). Para o cultivo
de Nicotiana tabacum, o antibidtico agrimicina foi adicionado ao meio de cultura na
concentracdo de 32,0 mg.L™" e apresentou 100% no controle da contaminacdo bacteriana
(NAUE et al., 2007).

Nos ensaios com Piper divaricatum, o tratamento TO, sem a assepsia com fungicidas e
sem adicdo de antibidticos ao meio de cultivo, os explantes apresentaram 100% de
contaminacéo e perda total dos explantes. Nos tratamentos T1, T2, T3, T4, T7, T8, T9 e T10,
nos quais foram usados estreptomicina ou amoxilina, na concentragdo de 100 mg.mL™ a
contaminagdo foi reduzida apenas para 33,3%. Nos tratamentos T5 e T6 0 aumento na
concentracdo dos antibidticos estreptomicina e amoxilina para 200 mg.mL™ permitiu uma

reducdo de 50% na contaminacao dos explantes.
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A rifampicina na concentracdo 100 mg.mL™ foi o antibiético que apresentou 0s
melhores resultados na contencdo de bactérias endogénicas, promovendo explantes livres de
contaminacdo. A rifampicina, pertence ao grupo das rifamidas, é indicada para controlar
bactérias gram-positivas (POLLOCK et al. 1983) e gram-negativas (HALDEMAN et al.
1987). E considerada eficiente para o controle e supressio da contaminacdo endofitica
(POLLOCK et al. 1983, HALDEMAN et al. 1987, VIANNA et al. 1997) com baixa ou
nenhuma toxicidade em cultivos in vitro (FISSE et al. 1987, POLLOCK et al.1983).

Nos casos de contaminacdo por micro-organismos, a melhor medida a ser tomada é o
descarte do material. Contudo, na necessidade de manutencdo do material vegetal
contaminado, torna-se imprescindivel efetuar o controle curativo com o uso de antibi6ticos
especificos. Esta medida, nem sempre resulta no controle completo da contaminacao e torna-
se necessaria a combinacdo de antibidticos alternativos, tanto para utilizacdo em meio de
cultura ou banho dos explantes ou na forma de pulverizagdo das plantas matrizes no campo
(PEREIRA et al. 2003).

Para o estabelecimento da micropropagacéo foi observado que o meio de cultivo MS
(T1, T2, T5, T6 e T11) e 2 MS (T3 e T4) sem adicdo de reguladores de crescimento, nao
apresentaram diferenca estatistica significativa no desenvolvimento dos &pices caulinares
(1,52 £ 0,21 cm) (Tabela 3, p.37).

A adicdo de reguladores de crescimento nos tratamentos T7, T8, T9, T10 promoveu
um crescimento de cerca de 60%. Nos tratamentos (T9 e T10) em ¥ MS acrescidos do
regulador ANA a 0,5 mg.mL™, houve a formacéo de calos que se diferenciaram em raizes aos
60 dias apds 3 subcultivos (Fig.5, p.38). Nos tratamentos (T7 e T8) com MS e adi¢do de BAP
0,5 mg.mL™? os explantes tiveram significativo crescimento da haste caulinar e das folhas,
favorecendo multiplicacdo de novos explantes aos 90 dias, ap06s o terceiro subcultivo (Fig. 6,
p.38).
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Tabela 3 Valores médios do crescimento dos apices caulinares de P. divaricatum em funcdo do meio de cultivo
e reguladores de crescimento.

Meios de Reguladores de Crescimento em altura
Tratamento Cultura Crescimento dos apices
(0,5 mg.mL™)
MS 1, MS BAP ANA (cm)

TO X -

T1 X 1,43 +£0,252

T2 X 1,36 £ 0,212

T3 X 1,46 £0,152

T4 X 1,33+£0,212

T5 X 1,57 £0,212

T6 X 1,80 £ 0,20?

T7 X X 2,47 £0,15"

T8 X X 2,63+0,21°

T9 X X 2,36 + 0,15

T10 X X 2,33+0,15

T11 X 1,66 +0,21°

ab |etras diferentes representam diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A maioria dos estudos in vitro concentram-se em P. nigrum, devido a sua
importancia comercial (SALVARO, 2010). Para as espécies P. betle, P. longum, P. nigrum,
P. methysticume P. solmsianum, o cultivo in vitro induziu vérias respostas morfogénicas
(PHILIP et al., 1992; BHAT et al, 1992, BHAT et al., 1995; SMITH et al., 2002;
BALBUENA et al, 2009; VASQUEZ et al., 2010). Por outro lado, a inducio da embriogénese
somatica foi frequentemente relatada para P. nigrum e P. columbrinum (YUSUF et al,
2001;NAIR, GUPTA, 2006).

As espécies P. hispidinervum e P. aduncum também ja tiveram seus protocolos de
regeneracdo desenvolvidos com sucesso, a partir de segmentos nodais de brotos oriundos de
sementes germinadas in vitro (RAPOSO et al., 2012).

No cultivo in vitro de P. nigrum, grande parte dos estudos utilizaram como
explante os apices caulinares e segmentos nodais (BHAT et al., 1995). Os apices caulinares
cultivados em meio MS e BAP (0,5 mg.L™) apresentaram maiores taxas de multiplicacio das
brotacdes na auséncia do carvao ativado usado como controlador da oxidagdo do meio de
cultura (MOURA et al., 2008). Alguns estudos relatam o uso do carvdo ativado como um
fator negativo nas taxas de multiplicacdo dos explantes, e por outro lado pode ser benéfico
para 0 aumento do vigor e o nimero de raizes diminuindo a oxidacdo dos explantes (COSTA
et al., 2006).

Segundo MOURA et al., (2008) a adigdo de BAP em concentragdes abaixo de
(0,5 mg.L™") é mais eficiente na inducéo de brotacdes e formagao de explantes para a pimenta-
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do-reino cv. bragantina e ndo se estende aos demais genotipos. A comparacao entre 0S meios
de cultura, MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD & MCCOWN, 1986)
acrescidos de BAP (1,0 mg.L™) mostrou um maior niimero de brotacdes para 0 meio WPM,

porém com algumas anomalias (SILVA et al, 2003).

FIGURA 5. Calo de P.divaricatum da UFPA cultivado em meio % MS + ANA 0,5 mg.mL™.

FONTE: Autor (2015)

FIGURA 6. Apices caulinares de P. divaricatum oriundos de micro estacas cultivadas em casa de vegetagio (A)
e (B) Cultivo em meio MS + rifampicina (100 mg.mL™); (C) Cultivo em meio MS + BAP 0,5 mg.mL™.

FONTE: Autor (2015)
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5.2 - Producdo dos compostos volateis de P. divaricatum no cultivo in vitro e in vivo

A composicao quimica dos 0leos essenciais das folhas e raizes dos espécimes PDI

e PDII foi analisada por CG-EM e resultou na identificacdo em meédia de 96,1% e 81,4% da

composicgdo total das folhas e raizes, respectivamente. Os espécimes PDI e PDIl mostraram

compostos volateis nas folhas semelhantes aos reportados na literatura para P. divaricatum, os

quais destacam o predominio de fenilpropandides, em particular o metileugenol (SILVA et
al., 2010; ANDRADE, GUIMARAES e MAIA, 2009).

Para PDI cultivado in vitro, a producdo de fenilpropandides foi menor aos 30 dias

de crescimento em relacao ao cultivo in vivo. No entanto, ndo diferiu estatisticamente aos 60 e

90 dias (Figura 7A). O espécime PDII mostrou um comportamento contrario, aos 30 e 60 dias

de crescimento houve maior producdo em plantas cultivadas in vitro e aos 90 dias a producéo
foi equivalente ao cultivo in vivo (Figura 7B).

Figura 7. Producdo dos fenilpropandides nas folhas dos espécimes de P. divaricatum durante o cultivo in vivo e
in vitro. (A) PDI, (B) PDII.
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No espécime PDI, aos 30 dias de crescimento, as plantas regeneradas in vitro
produziram como majoritarios metileugenol (63,16%), E-p-ocimeno (9,79) e B-elemeno
(3,93). As principais diferencas em relacdo ao cultivo in vivo foi a diminuigdo na
concentragdo de eugenol (4,89 — 1,24%) e B-elemeno (8,99 — 3,93%) e a auséncia de eugenol
acetato. Aos 60 dias de crescimento, no cultivo in vitro ocorreu uma diminui¢do na producgéo
de hidrocarbonetos monoterpénicos (20,22 — 8,52%) como a-pineno, B-pineno, mirceno,
limoneno, Z-B-ocimeno, E-B-ocimeno, allo-ocimeno, e uma expressiva redugdo na
concentracdo de E-B-ocimeno (9,67 — 0,88%). Além disso, as plantas in vivo, emitiram o 2E-
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hexenal (1,70%). Aos 90 dias, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
compostos tanto do ponto de vista qualitativo quanto quantitativo.

No espécime PDII, aos 30 e 60 dias de crescimento, as plantas regeneradas in
vitro produziram como majoritarios metileugenol (90,0%), B-elemeno (4,5%) e E-B-ocimeno
(3,7%). As principais diferengcas em relacdo ao cultivo in vivo foi a auséncia de
monoterpenos, com excec¢do do E-B-ocimeno e 0 aumento acentuado na concentragcdo de
metileugenol (60,8 - 90,0% e 76,5 — 95,8%). Da mesma forma que no espécime PDI, as

diferencas entre o cultivo in vivo e in vitro foram minimizadas aos 90 dias.
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Tabela 4. Compostos volateis produzidos nas folhas no periodo de 30 a 90 dias no cultivo in vitro e in vivo para

0 espécime PDI.

Composto IR In vivo In vitro In vivo In vitro In vivo In vitro
PDIF30 PDIF30* PDIF60 PDIF60* PDIF90 PDIF90*
2E-hexenal 846 1,70* 0,15
a- pineno 932 3,91 2,87 0,19 0,04-
B —pinene 974 3,79 2,96 0,09
Mirceno 988 0,22* 0,89 0,62- 0,18 0,19
Limoneno 1024 0,37 0,05+ 1,37 0,66- 0,43 0,14-
Z-B-ocimeno 1032 0,29 0,27 0,46 0,39 0,23 0,26
E-B-ocimeno 1044 7,22 9,79+ 9,67 0,88- 6,11 8,69+
allo-ocimeno 1128 0,17* 0,13 0,14 0,07 0,12+
Carvacrol 1298 0,23*
d-elemeno 1335 0,06 0,02 0,04* 0,03 0,03
Eugenol 1356 4,89 1,24- 0,13 0,06- 0,22 0,78+
B-elemeno 1389 8,99 3,93- 3,56 0,59- 7,20 4,73-
Metileugenol 1403 63,54 63,16 72,99 69,56 80,95 79,67
B-cariofileno 1417 2,33 1,00- 1,25 2,30+ 2,09 1,24-
B-gurjuneno 1431 0,17 0,06- 0,02 0,09+ 0,13 0,07-
v-elemeno 1434 0,06*
a-humuleno 1452 0,30 0,05- 0,03 0,15+ 0,14 0,07-
E-methylisoeugenol 1491 0,05 0,35+ 0,01 0,01
trans- muurola-4(14),5- 1493 1,77 1,21 0,44 1,13+ 1,27 1,28
dieno
Eugenol acetato 1521 6,45
(2)-ou(E)-isoelemicina 1550 0,47 0,33- 0,07 0,40+ 0,17 0,26+
2,4-di-tert-butilfenol 1561 0,07 0,07 0,23+ 0,03
selina-1,3,7(11)-trien-8- 1568 0,45*
ona
Espatulenol 1577 0,04*
selin-11-en-4-a-ol 1658 0,06*
Hidrocarbonetos monoterpénicos 7,88 10,5 20,22 8,52 7,30 9,44
Monoterpenos oxigenados 0,23
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 13,62 6,27 5,30 4,36 10,86 7,42
Sesquiterpenos oxigenados 0,55
Fenilpropandides 73,35 64,73 73,24 70,37 81,35 80,72
Outros 0,07 0,07 1,93 0,18
Total identificado 96,87 81,50 98,83 85,96 99,69 97,58

IR: indice de retencéo da literatura, (ADAMS, 2007; NIST 2005). (*)Compostos produzidos apenas no cultivo in vitro, (+)
compostos com acréscimo na concentragdo superior a 30% em relagéo ao cultivo in vivo, (-) Compostos com diminuicdo na
concentragdo superior a 30% em relagéo ao cultivo in vivo.
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Tabela 5. Compostos volateis produzidos nas folhas no periodo de 30 a 90 dias no cultivo in vitro e in vivo para
0 espécime PDII.

Composto In vivo In vitro In vivo In vitro In vivo In vitro
IR PDIIF30 PDIIF30* PDIIF60 PDIIF60* PDIIF90 PDIIF90*
o- pinene 932 0,32
B-pinene 974 0,18
Mirceno 988 0,50 0,27 0,09
Limoneno 1024 0,60 0,61
Z-B-ocimeno 1032 0,70 0,28 0,09 0,05
E-B-ocimeno 1044 16,39 3,66- 9,70 5,75 4,43
allo-ocimene 1128 0,30
Carvacrol 1298 0,48 1,16 0,24-
d-elemeno 1335 0,04 0,02 0,03
Eugenol 1356 8,24 0,06- 0,38 0,13 0,60+
B-elemeno 1389 2,45 4 50+ 5,24 2,53- 7,54 9,32
Metileugenol 1403 60,79 90,01+ 76,54 95,75 82,69 80,53
B-cariofileno 1417 0,95 0,77- 1,77 0,32- 1,73 1,94
B-gurjuneno 1431 0,04 0,04 0,09 0,11
a-humuleno 1452 0,06 0,06 0,09 0,11
trans-muurola-4(14),5- 1493 1,01 0,67- 0,89 1,30 1,49
diene
eugenol acetato 1521 2,96
2,4-di-tert-butilfenol 1561 0,04 0,04
Z ou E isolelemicina 1568 0,27 0,22 0,06 0,16 0,14
selina-1,3,7(11)-trien-8- 1632 0,48*
ona
Hidrocarbonetos monoterpénicos 19,47 3,66 12,02 0,24 5,93 4,48
Monoterpenos oxigenados 0,48 1,16 0,24
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 4,55 5,94 8,00 2,85 10,77 13,00
Sesquiterpenos oxigenados 0,48
Fenilpropanoides 72,26 90,29 76,98 95,75 82,98 81,27
Outros 0,04 0,04
Total identificado 96,80 99,89 98,20 99,56 99,68 98,75

IR: Indice de retencéo da literatura, (ADAMS, 2007; NIST 2005). (*)Compostos produzidos apenas no cultivo in vitro, (+)
compostos com acréscimo na concentragdo superior a 30% em relagéo ao cultivo in vivo, (-) Compostos com diminuicdo na
concentracdo superior a 30% em relagéo ao cultivo in vivo.

Para o cultivo in vitro e in vivo das raizes dos espéecimes PDI e PDII, a producao
de fenilpropanoides foi baixa. Para PDI, aos 30 dias ndo foram detectados fenilpropandides, a
classe predominante foram hidrocarbonetos sesquiterpénicos. A producéo de fenilpropanoides
se iniciou a partir dos 60 (14,3%) e 90 (10,2%) dias, e houve predominancia de monoterpenos
oxigenados e hidrocarbonetos sesquiterpénicos, respectivamente. De uma maneira geral,
hidrocarbonetos monoterpénicos foram detectados em altas quantidades no cultivo in vivo e

ausentes no cultivo in vitro. No cultivo in vitro das raizes de PDI, os principais compostos
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identificados foram [-cariofileno e a-selineno (30 dias), carvacrol, metileugenol e selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (60 dias), e a-selineno e elemol (90 dias).

Para as raizes do espécime PDII, aos 30 e 90 dias de cultivo in vitro ndo foram
detectados fenilpropandides. No entanto, ndo houve diferenca expressiva na composicdo
quimica entre plantas cultivadas in vitro e in vivo. Os principais constituintes identificados no
cultivo in vitro das raizes de PDII foram a-selineno e elemol (30 dias), metileugenol e selina-

1,3,7(11)-trien-8-ona (60 dias), e a-selineno e elemol (90 dias).

Tabela 6. Compostos volateis produzidos nas raizes no periodo de 30 a 90 dias no cultivo in vitro e in vivo para
0 espécime PDI.

Composto In vivo In vitro In vivo In vitro In vivo In vitro
IR PDIR30 PDIR30* PDIR60 PDIR60* PDIR90 PDIR90*
a-pineno 932 4,93 6,09
Canfeno 946 2,13 4,06
B-pineno 974 0,99 1,51
Mirceno 988 0,83 1,29
a-felandreno 1002 8,79 12,27 12,72
6-3-careno 1008 9,76 18,58 19,78
p-cimeno 1020 0,60 0,55
Limoneno 1024 5,66 13,36 14,80
Carvacrol 1298 30,02* 0,11
Tridecano 1300 0,18
B-elemeno 1389 0,43 1,39
Metileugenol 1403 0,40 16,43+ 10,22*
B-cariofileno 1417 6,31 39,61+ 2,63 3,96 4,20
a-humuleno 1452 0,49
B-selineno 1489 13,99 3,41 4,39
a-selineno 1498 32,97 60,39+ 10,60 9,36 38,20+
Elemol 1548 10,14 10,06 8,69 38,90+
2,4-di-ter-butyl-fenol 1562 3,08 1,35 0,54
Espatulenol 1577 5,81*
selina-1,3,7(11)-trien-8- 1632 20,56* 0,35
ona
Hidrocarbonetos monoterpénicos 24,21 53,69 60,80
Monoterpenos oxigenados 30,02 0,11
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 53,27 100,0 17,07 19,59 42,2
Sesquiterpenos oxigenados 10,14 26,37 9,04 38,9
Fenilpropandides 0,40 16,43 10,22
Outros 3,08 1,35 0,72
Total identificado 90,70 100,0 72,51 72,82 90,26 91,32

IR: Indice de retencdo da literatura, (ADAMS, 2007; NIST 2005). (*)Compostos produzidos apenas no cultivo in vitro, (+)
compostos com acréscimo na concentragdo superior a 30% em relagdo ao cultivo in vivo, (-) Compostos com diminuicdo na
concentracdo superior a 30% em relagdo ao cultivo in vivo.
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Tabela 7. Compostos volateis produzidos nas raizes no periodo de 30 a 90 dias no cultivo in vitro e in vivo para
0 espécime PDII.

Composto In vivo In vitro In vivo In vitro In vivo In vitro
IR PDIIR30 PDIIR30* PDIIR60 PDIIR60* PDIIR90 PDIIR90*
a-pineno 932 3,26 0,26-
Canfeno 946 0,57
a-felandreno 1002 6,06 1,12- 2,81 8,88+
d-3-careno 1008 6,86 1,24- 3,92 8,75+
Limoneno 1024 3,61 0,48- 3,64 3,25
Carvacrol 1298 15,08 10,19 7,25-
Tridecano 1300 0,26 2,35+
3-elemeno 1335 0,20
B-elemeno 1389 0,56 1,23 1,16 0,59
Metileugenol 1403 19,36 10,72 8,64
B-cariofileno 1417 4,83 2,52- 4,76 2,48- 7,42 7,68
y-elemeno 1434 3,47 1,10 191
a-humuleno 1452 0,14* 1,52 0,92 -
[-selineno 1489 2,43 2,72 0,05- 4,95 0,79-
trans-muurola-4(14),5- 1493 0,70
diene
a-selineno 1498 11,23 19,92+ 7,88 22,67 23,64
Elemol 1548 66,34* 9,67 2,79- 9,27 28,26+
2,4-di-ter-butylphenol 1562 2,57 7,55+
Espatulenol 1577 3,93
selina-1,3,7(11)-trien-8- 1632 26,48 18,37 17,33 1,18
ona
Hidrocarbonetos monoterpénicos 16,5 2,84 14,2 21,14
Monoterpenos oxigenados 15,08 10,20 7,25
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 22,72 22,44 17,69 5,74 37,15 33,03
Sesquiterpenos oxigenados 30,41 66,34 28,04 20,12 11,15 28,26
Fenilpropandides 19,36 10,72 8,64
Outros 0,26 9,90
Total identificado 87,57 88,78 83,40 54,49 62,50 82,43

IR: Indice de retencéo da literatura, (ADAMS, 2007; NIST 2005). (*)Compostos produzidos apenas no cultivo in vitro, (+)
compostos com acréscimo na concentragao superior a 30% em relagdo ao cultivo in vivo, (-) Compostos com diminui¢do na
concentragdo superior a 30% em relagéo ao cultivo in vivo.
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5.3 - Determinacdo de fendlicos totais e atividade antioxidante

O teor de compostos fendlicos (TCF) determinado pelo método de Folin
Ciocalteu mostrou variacdes nas folhas e raizes quando comparamos os dois espécimes de P.
divaricatum. No estagio de 30 a 90 dias de crescimento foliar, houve variagdo de 12,3 £ 0,6 a
19,4 + 2,1 mg AGE.ge 15,1 + 1,4 a 37,2 + 3,0 mg AGE.g™ para os espécimes PDI e PDII,
respectivamente. De uma maneira geral, o0 TCF nas folhas de PDII foi maior em relacéo a PDI
e ambos demonstraram uma diminuicdo em relacdo ao cultivo in vivo aos 60 dias. Em relacédo
as raizes, o espécime PDI mostrou poucas varia¢des ao longo dos 90 dias de crescimento (3,3
+ 05 a 10,7 + 2,1 mg AGE.g?). No entanto, variacdes drasticas no cultivo in vivo foram

observadas aos 90 dias para o espécime PDII.

Figura 8. Variacdo do TCF nas amostras de P. divaricatum cultivadas in vivo e in vitro aos 30, 60 e 90 dias de
crescimento. (A) Folhas do espécime PDI, (B) Folhas do espécime PDII, (C) Raizes do espécime PDI, (D)
Raizes do espécime PDII.
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A atividade antioxidante das folhas do espécime PDI foi bastante elevada em
relacdo ao cultivo in vivo aos 30 (96,5 + 4,9 / 14,1 + 0,9 mg TE.g™) e 90 dias (53,3 + 1,1/
90,9 + 1,9 mg TE.g™Y). No entanto, aos 60 dias houve uma ligeira diminuicdo (74,3 + 1,9 /
60,1 + 1,3 mg TE.g™"). Para o espécime PDII, apenas aos 90 dias foi observada um maior
atividade antioxidante nas folhas das plantas regeneradas in vitro (26,8 + 6,9/ 15,6 £ 6,3 mg
TE.g™).

Para o cultivo in vitro das raizes do espécime PDI, a atividade antioxidante foi
maior aos 30 (90,5 +3,7/33,7+1,5mg TE.g™") e 60 (132,2 + 6,0/ 92,8 + 2,3 mg TE.g™") dias
de cultivo com diminuicdo aos 90 dias (24,4 + 3,0/ 19,9 + 1,8 mg TE.g™); Para 0 espécime

PDII este aumento foi observado aos 30 e 90 dias de cultivo in vitro.

FIGURA 9. Variacdo da atividade antioxidante das amostras de P. divaricatum cultivadas in vivo e in vitro aos
30, 60 e 90 dias de crescimento. (A) Folhas do espécime PDI, (B) Folhas do espécime PDII, (C) Raizes do
espécime PDI, (D) Raizes do espécime PDII.
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A composicdo dos metabolitos secundarios de plantas medicinais pode ser
influenciada pelo estagio de desenvolvimento, em que sdo coletadas (EL SENOUSY et al.,
2014). Para os espécimes PDI e PDII, podemos observar um aumento de 60% na acumulacéo
de compostos fenolicos nas folhas em fungdo do tempo no cultivo in vivo e in vitro em relacédo
aos 30 dias de crescimento. Ao longo do experimento, o TCF das folhas das plantas
regeneradas in vitro ndo apresentaram diferencas estatisticas em comparacdo com as plantas
in vivo com excec¢do aos 60 dias em ambos espécimes. Os resultados reforcam a informacéo
de gue plantas regeneradas in vitro podem acumular metabdlitos secundarios semelhantes aos
encontrados na planta-mée, especialmente aqueles que sdo sintetizados e / ou armazenados
nas partes aéreas (SHILPA et al., 2010, AMOO et al., 2012).

Os compostos fenolicos sdo comumente encontrados em plantas comestiveis e ndo
comestiveis e apresentam multiplos efeitos bioldgicos, incluindo a atividade antioxidante
(THIRUVENGADAMet al., 2014). Diferentes tipos e concentracbes de reguladores de
crescimento de plantas tém sido relatados para regular os processos de desenvolvimento e
modificar a concentracdo dos metabolitos secundarios em vérias espécies (PALACIO et al,
2008; BASKARAN et al, 2012).

No cultivo in vitro de Cucumis anguria (maxixe), o teor de compostos fendlicos,
flavonodides e potencial antioxidante foram significativamente maiores do que nas plantas in
vivo. Para tal, foi utilizado no cultivo o meio MS suplementado com sacarose a 3% contendo
uma combinacdo de TDZ 3,0 mM, AIB 1,0 mM e espermidina 75mM e para 0
desenvolvimento das raizes foi utilizado AIB 1,0 mM e putrescina 50 pM
(THIRUVENGADAM, CHUNG, 2015). O mesmo efeito foi observado para o cultivo in vitro
de Coleonema pulchellum (Rutaceae). No entanto, além dos reguladores de crescimento de
plantas, foram utilizados indutores organicos (OES) como hidrolisado de caseina,
hemoglobina, glutamina e mebendazol (BASKARAN et al, 2014)
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5.4 - Cultivo in vivo

No cultivo in vivo, os segmentos nodais de P. divaricatum apresentaram
enraizamento no substrato vermiculita com acréscimo de soluc¢Bes nutritivas sem a adi¢do de
reguladores de crescimento e umidade apropriada (Figura 10). Foi possivel observar que as
micro estacas coletadas na EMBRAPA (Pd-I11) apresentaram seu desenvolvimento um pouco

mais lento em relacdo as coletadas na UFPA (Pd-1)

FIGURA 10. Segmentos nodais de Piperdivaricatum UFPA e EMBRAPA com enraizamento aos 30, 60 e 90
dias no substrato vermiculita.

PdI1-90

FONTE: Autor (2015)
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6 - CONCLUSOES

v' Quanto a propagacdo vegetativa de P. divaricatum, foram obtidos resultados
satisfatorios no substrato vermiculita com a adicdo de solucdo nutritiva de MS.

Esta também pode ser uma alternativa eficiente de propagacgdo desta espécie.

v A adicdo dos reguladores de crescimento ANA e BAP na concentracdo 0,5 mg.mL ™

proporcionaram resultados satisfatorios para o cultivo in vitro de P. divaricatum.

v Os metabdlitos secundarios nos cultivos in vivo e in vitro ndo apresentaram diferencas

qualitativas nas folhas
v Ocorreram mudancas expressivas nos metabolitos das raizes

v Os resultados sugerem que a propagacao em larga escala de P. divaricatum pode ser
obtida por ambas tecnologias com a manutencdo do perfil quimico dos

compostos bioativos existentes na parte aérea.
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