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PROPOSICAO DE UM PROTOCOLO DE CULTURA DE TECIDOS
PARA PRODUCAO DE COMPOSTOS SECUNDARIOS

PARA Curcuma =zedoaria Roscoe.

Autora: JEANETTE INAMINE MIACHIR

Orientador: Prof. Dr. OTTO JESU CROCOMO

RESUMO

Plantas superiores biossintetizam e acumulam
inumeros compostos que garantem a sua sobrevivéncia. Entre
essés compostos estio os metabdlitos secundarios os Qquais
possuem relevante valor comercial como produtos medicinais,
aromatizantes, corantes, ©oleos essenciais, pesticidas,
enzimas, étc.

Apesar do interesse em .se explorar esta fonte
de maneira mais extensiva, existem varios fatoreé como
presenga em baixa concentrag®o, biossintese dependente da
interagao planta - habifat, localizag¢ao geografica da
rlanta, etc que inQiabilizam a exploragao comefoial deste
recurso natural. Adicionalmente, a produgs@o no campo esta

sujeita a fatores diversos como condig@es climaticas,
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problemas fitossanitarios , sazonalidade etc. Com o advento
das técnicas de cultivo "in vitro"” novas perspectivas se
abriram tornando possivel a produg3o de mudas a partir de
matrizes selecionadas, que apresentam alta produtividade de
compostos secundarios desejaveis, a regenerasdao de plantas
geneticamente modificadas (variantes somaclonais) via
organogénese e/ou embriogénese e a utilizag3o de cultura de
células em suspensdo para biossintese de metabdlitos por
processos s8imilares aos fermentativos que ogorrem em
microrganismos.

Neste trabalho foram estudados alguns
aspectos da utilizagio de cultura de tecido "in vitro"
visando a micropropagas3o com vista a produs3o de compostos
secundidrios por Curcuma zedoaria Roscoe, gque apresenta
propriedade medicinal.

Micropropagagio a partir de 4apice caulinar
utiiizando—se meio de MURASHIGE & SKOOG '(1962) suplementado
com BAP na concentrag3o de 2 mg/l resultou na obteng3o de

plantulas que foram satisfatoriamente aclimatadas em casa de
vegetacio'utilizando—se cobertura plastica por durante no
miniﬁo 10 dias. Tratamento com endomicorriza durante a
aclimatagd@o mostrou resultados positivos. Produs3o de' calos
foi obtida a partir de segmentos de raizes em meio de
MURASHIGE & SKOOG contendo 1mg/l de NAA, no escuro. Calos
fridveis transferidos para meio de MURASHIGE '&  SKOOG
suplementado com 2mg/l de BAP em presenga de luz, apresentou

organogénese com regeneragciao de plantas. Cultivo de
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suspensdes celulares foi estabelecida no mesmo meio‘ para a
produg¢do de calos (lmg/l de NAA). A analise Qufgica. dos
extratos de rizomas, de plantas microéropagadaé ‘e n3o
micrqpropagadas apresentaram resultados similares. Nos
extratos de calos observou-se a auséncia de vaArios compostos
que estavam presentes no rizoma da planté originél mas

presenga de outros compostos ausentes no rizoma -da planta

original.
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SUGGESTION OF A TISSUE " CULTURE PROTOCOL FOR
SECONDARY COMPOUNDS PRODUCTION

FOR Curcuma zedoaria Roscoe.

Author: JEANETTE INAMINE MIACHIR

Adviser: Dr. OTTO JESU CROCOMO

SUMMARY

Higher plants sinthesize-‘and accumulate an
array of organic compounds to assure their survival. Among
these compounds are the secondary compounds which present
considerable commercial value, mainly as medicinal,
flavdring and food colloring products, as well as, essencial
oils, pesticides and enzymes.

In spite of the great interest in exp;oring,
more extensively, this natural resource there exist éeveral
factors as presence of chemicals in 1low cohcentration,
interation plant habitat biosynthesis dependence,
geographicél location of the plant specie that cause

unfeasibility of its‘commercial exploration. Addicionally,



xxi
the field production is affected by others factors such as
climatical conditions, rhytopathological and seasonal
problems, etc. With the advent of the "in vitro" techniques,
new alternatives were created becoming possible the
production of new plants showing high yield potential by
using selected source of explants, as well as, the obtention
of genetical modified plants (somaclonal variénts) by
organogenesis and/or embryogenesis to produce secondary
metabolites. ’

In this work, it was studied the feasibility
of the utilization of tissue culture techniques toward té
establish a procedure to exploite the secondary metabolites
of Curcura =zedoaria Roscoe which present medicinal
propertiesgl

: Micropropagation by using s8hoot apex and
Murashige & Skoog medium supplemented wich 2mg/l of benzyl
amino purine (BAP) resulted on obtention of plantlets which
were satisfactory acclimated in greenhouse by using plastic
cover for at least 10 days. Treatment with endomycorrhiza at
the "ex vitro" transfering time was benefical to
acclimatation and plants growth.

Callus production was obtained by inoculating
root segments in Murashige & Skoog medium containing 1lmg/1
of naphthalene acetic acid (NAA) and incubated in the dark.
Friable callus transfered to Murashige and Skoog medium
containing 2 mg/l of BAP in the light showed organogenesis

with plants regeneration.
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Cells suspension cultures was stablished in
Murashige & Skoog medium containing 1lmg/l of NAA.

Chemical analysis of extracts from rhizome of
origihal and micropropagateq plants showed a similar
results. Callus extract showed absence of metabolites which
were present in original plant rhizome, but showed presence

of metabolites not present in plant rhizome.



1. INTRODUGCZO.

Muitas espécies de rlantas ¢ superiores
biossintetizam e acumulam substancias orgénicas em
quantidades suficientes que permitem ser economicamente
uteis como fonte de alimento ou como material para varias
aplicagBes cientificas, tecnoldgicas e comerciais. As
substédncias quimicas provenientes de plantas gue tem sido
utilizadas como remédios, cosméticos, antioxidantes na
conservagao de alimentos, adogantes, ©leos essenciais, e
outros s3ao denominados metabdlitos secuhdérios. Na planta,
estes compostos n3o estdado diretamente envolvidos com o seu
crescimento, mas estﬁo fisioldgico e bioquimicamente
relacionados as respostas da planta -ao ambiente. Estas
respostas podem estar associadas ao processo de resisténcia
a estresse ambiental, atragio de agentes polinizadores,

etc...

.

Com o advento da sintese quimica no século
prassado, muitos compostos fitoquimicos passaram a ser
substitui dos por similares sintéticos. Entretanto,

economicamente, a sintese quimica de wvarios compostos
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importantes n3ao ¢ factivel, devido a casos de baixa
conversio quimica ou, essas substidncias muitas v&zes ‘serem
resultado de uma mistura complexa de compostos, portanto em
muitos casos o material vegetal continua sendo o meio mais
conveniente de obtengZo . Além disso, o que se observa € que
apesar de muitos substitutos sintéticos estarem disponiveis
no mercado, existe uma demanda crescente pof produtos
naturais.

Por outro lado, muitas da’s rlantas,
principalmente as que apresentam biossintese de compostos
farmacoldgicos importantes, fazem parte de populagSes
selvagens ou quando cultivadas n3Eo apresentam quantidades
significantes dos compostos desejados ou s3o afetadas por
condi¢@es climaticas além das doengas de planta. Estes
fatores dificultam sobremaneira o fornecimento em gquantidade
e qualidade desses produtos por se tratar de um mercado
bastante exigente. |

As desvantagens apresentadas podem ser
contornadas pela metodologia de cultura de células “in
vitro" as quais s3@o metodologias atraentes e importantes
para se ter um suprimento constante e‘homogéneo (CROCOMO &
MELO, 1991).

Pelo menos duas alternativas podem ser
visualizadas para a utilizagd@o de material vegetal como
fonte de metabdlitos secundarios, empregando-se as técnicas
de cultura de tecido de planta: uma delas é a

micropropagacio de plantas selecionadas e posterior cultivo
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em condigdes especiais, a outra alternativa € a cultura de
células e tecidos em suspensdao, em presenga de condiqﬁes
para que metabdlitos secundarios sejam produzidos e em
certoé casos secretados no meio de cultura, quando entdo s3o
extraidos, purificados e comercializados.

Cemo se pode observar, a abordagem do tema da
exploragdo comercial de plantas de importéncia medicinal &
bastante complexa. Assim sendo, o objetivo deste trabalho
foi de estudar um conjunto de aspectos éecnolégicos
utilizando Curcuma zedoaria Roscoe como uma representante da
populagdo de plantas que produzem metabdlitos secundarios de
interesse comercial, a defini¢do de um protocolo de
micropropagas@o (produgdo de pléntulas e aclimatagao em casa
;de vegetaqﬁo}, a obteng3o de calos para estabelecimento de
cultura de suspensSes celulares, a organogénese indireta a
partir de calos visando a variag3®o somaclonal e, anadlise

quimica de alguns metab®litos.



2. REVISZO DE LITERATURA

2.1. Metabolismo primario e secundario em plantas.

Plantas superiores contém uma variedade de
substancias quimicas que s3%o importantes como produtos
medicinais, aromatizantes, perfumes, corantes, antioxidantes
na conservac@ao de alimentos, adogsantes naturais, ©&leos
essenciais, pesticidas, enzimas, etc... Estes compostos
pertencem a um grande grupo de metabélitos denominado
“mefabélitos secundarios”. Segundo BALANDRIN & KLOCKE
(1988), o8 compostos organicos derivados de plantas podem
ser classificados como pertencentes ao metabolismo primario
ou ao ﬁetabolismo secundario, dependendo do papel que
deseﬁpenham na vida da planta.

Os metab®litos primarios s3o substincias que
est3io amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo de uma
forma ou outra em quase todos os organismos. Em plantas
superiores, estes compostos est3o ffequentemente
concentrados nas sementes (ex: triglicerideos) e orgios de

reserva (amido e sacarose em raizes, rizomas e tubérculos).



S3o compostos necessarios ao crescimento geral e
desenvolvimento fisioldégico devido a sua fung&o no
metabolismo celular basico (primario).

Estas substancias s3o utilizadas como matéria
prima na industria, como alimento ou como aditivo em
alimentos. Neste grupo, est¥o incluidos produtos como os
&éleos vegetais, acidos graxos (usados na fabricagd@o de
detergentes), carboidratos (agt@car, amido, pectina, varias
gomas hidrocoloidais, celulose). A maioria ¢ facilmente
encontradas no mercado (BALANDRIN & CLOCKE ,1988).

Por outro lado, os metabdlitos secundarios s&o
compostos biossinteticamente derivados dos metabdlitos
primarios (Fig 1), entretanto, possuem distribuig¢do limitada
no reino vegetal (BALANDRIN & KLOCKE, 1988; WHITAKER &
EVANS, 1987); S3o0 compostos de baixo peso molecular e
normalmente de estrutura complexa (FOWLER, 1982). Embora
apafentemente nao desempenhem nenhum papel no metabolismo
"bagico” da planta (uma vez Que eles n3o s83o diretamente
essenciais a0 crescimento) os compostos secundarios
normalmente desempenham fungZo ecoldégica no processo de
interécﬁo da planta com o ambiente, sendo portaﬁto;
importantes para a sobrevivéncia dos vegetais (BELL, 19815;

Metabdlitos secundarios de plantas podem
servir como atrativos de Iagentes prolinizadores (insetos,

_passaros, pequenos roedores e outros mami feros); podem
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Figura 1. Origem biossintética de alguns compostos derivados
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nos guadros) (BALANDRIN & KLOCKE, 1988).
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também representar adaptag@es quimicas a estresse ambiental;
podem servir como defensivos protetores, ou seja, como
substancias tdxicas contra microrganismos, insetos ou
herbivoros predadores e também contra outras plantas
superiores (por exemplo: como aleloguwimico ou herbicida
natural) (BELL, 1981; WHITAKER & HASHIMOTO, 1986).

Com relagao a economia celular, os
metabdlitos secundarios s83o geralmente dispendiosos
metabolicamente para serem produzidos e acumulados, portanto
estio presentes nas plantas geralmente em ’quantidades
extremamente baixas em comparagio aos metabdlitos primarios
(BALANDRIN & CLOCKE, 1988).

Na natureza, o aciumulo de grandes quantidades
de metabdlitos secundarios n3o ¢ normalmente necessario, uma
vez que esses compostos foram selecionados por meio de
pressdes evolutivas, apresentando-se com atividade bioldgica
relativamente potente. Além disso, metabélitos secundarios
tendem a ser sintetizados por células eépecializadas e em
diferentes fases do desenvolvimento, fazendo com qgque sua
extrag3do, isolamento e purificagio sejam dificeis (BALANDRIN

& CLOCKE, 1988).

2.2. Plantas: fonte de farmacos importantes.

O homem primitivo certamente experimentava as
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plantas do s8seu ambiente, selecionando algumas para sué
alimentagdo e rejeitando outras por serem prejudiciais ou
téxicas e transmitia a experiéncia acumulada. Este método de
tentativa e erro, ou forma empirica de aquisig3o de
conhecimento n3o deve s8ser desprezado; basta lembrar que
assim surgiram descobertas fundamentais para é sobrevivéncia
do hoheﬁ, como o cultivo do trigo, milho, arroz, etc...
(SIMBES et alii, 1986).

Plantas com propriedades terap€éuticas foram,
na sua grande maioria, descobertas empiricamente; sabe-se
que uma certa espécie, preparada € ingerida de maneira
especi fica, tem uma determinada ag@o terapéutica. A partir
desta concepsdo, as informagBes etnofarmacoldgicas s3o
usadas como ponto de partida para o delineamento
experimental que visa o estudo da espécie’ como fonte
potencial de farmaco. Assim, a partir da andlise de dados
etnégréficos sobre o uso de plantas medicinais,
estabelecem-se hipdteses de trabalho em laboratério. Ou
seja, qual agao farmacélégica tem o maior potencial de
revelar .dados que corroborem a indicag¢do popular
(ELISABETSKY, 1987).

Com base nestes conhecimentos acumulados pela
medicina popular foram desenvolvidos alguns dos mais
valiosos medicamentos util&zados na medicina cientifica, os

digitdlicos, a quinina, a morfina, a atropina, etc...
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Por séculos o homem utiliza extensivamente os
produtos secundarios de plantas como aromatizantes, <&leos
essenciais, corantes, perfumes, compostos medicinais,
adogantes, etc... Embora todos esses compostos possam ser
economicamente explorados em varios tipos de industrias,
atualmente ¢ na industria farmacéutica que eles apresentam
maior impacto.

Segundo estimativa da Organizag¢io Mundial de
Saude (OMS), 80 % da populagio mundial usa medicagSes
tradicionais (populares) para suprir as necessidades de
assisténcia médica primaria. Nos paises desenvolvidos, as
drogas qQuimicas derivadas de plantas também desempenham um
papel importante na composig3Eo dos medicamentos. Por
exemplo, nos EUA , 25% de todas as receitas mé&dicas de
1959-1980 continham extratos de plantas ou principios ativos
preparados de plantas superiores, e em 1980 os consumidores
ameficanos gastaram US$ 8 bilhSes em receitas médicas que
continham compostos obtidos a partir de espécies vegetais.
Em torno de 7.000 compostos atualmente utilizados na
medicina'ﬁoderna 830 derivados de produtos naturais. Em
paisés altamente industrializados, 40-45 % dos _ﬁrodutos
farmacéuticos comerciais sio de origem natural (ELISABETSK
1086 e 1987).

Tradicionaimente, o reino vegetal ¢ fonte de

remédios e poéaes, varios dos quais de eficiéncia duvidosa,



10

entretanto, 25% das drogas prescritas e altamente
purificadas s3o derivadas do reino vegetal, incluindo
agentes terapéuticos valiosos como digoxina (glicosidio
cardiotdnico), quinina (alcaldide anti-malaria) e codeina
(alcaldide analgésico) ( FOWLER, 1982; TYLER, 1988; WHITAKER
& HASHIMOTO, 1986; BAJAJ et alii, 1988).

Segundo FUJITA & TABATA (1987), entre 1980 e
1984, foram emitidas no Jap3o, 39 patentes para utilizag3o
de compostos quimicos vegetais; 32 das quais (82%) foram
para produtos secundarios com propriedades medicinais.

BALANDRIN & KLOCKE (1988), alertam que apesar
dos recentes avangos da tecnologia de extrag&o, técnicas de
separagdo (cromatografia), instrumentag3o analitica e
espectroscépica, sabe-se ainda muito pouco sobre o)
metabolismo secunddrio da maioria das espécies de plantas
superiores existentes, especialmente, as presentes nas
flofestas tropicais. Embora os trépicos contenham a maioria
das espécies de planta do mundo, estima-se que mais da
metade dessas sio desconhecidas da ciéncia (nunca foram
descritas‘), e que a maioria nunca teve seus constituintes
quimiéos analisados. Segundo GOTTLIEB- & MORS (1980), nada
se sabe do aspecto quimico de 99% das espécies de élantas
que constitui a flora brasileira. O mesmo ocorrendo com a
maioria das florestas dos ﬁaises da America Latina.

. Esta falta de conhecimento torna-se
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-alarmante, quando se observa a atual taxa de extingdo e
devastag®o da flora e ecossistemas tropicais, antes que se
tenha feito um estudo adequado e catalogamento destas
plantas. Se continuar essa destruigdao, fitoquimicos e outros
cientistas de plantas podem ter apenas algumas décadas para
avaliar os constituintes quimicos de wuma grande parte do

reino vegetal para novos compostos potencialmente uUteis.
2.3. Cultura de tecido de plantas medicinais.
2.3.1. Considera¢des gerais.

Os altos pregos dos metabdlitos secundarios
830 devido a dois fatores principais: o alto custo dos
métodos para isolamento e purificagdo e produg&io
extremamente baixa pela planta.

Quando se trata de compostos simples, tem se
tentado produzi-los através de sintese quimica. Muitas
vézes, este procedimento tem se mostrado desestimulante
devido a baixa produgdo, alto custo, dificuldade na
conversdao quimica, ou a necessidade de'método eficiehte para .
purificagd@o de um isdmero particular a partir de uma mistura
complexa. Na maioria dos casos o8 metab®litos secundarios
possuem estereoestruturas extremamente complexas que s3o

essenciais a atividade biolégica.
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As técnicas atuais de engenharia genética
utilizando microorganismos também ainda n3o estio  em
condi¢Bes de serem utilizadas. Portanto, em muitos casos a
prépria planta continua sendo o meio mais conveniente de
obtengdo.

Apesar da importdncia de certos compostos
secundarios, atualmente encontram-se dificuldades em se
garantir o seu fornecimento. A grande maioria das plantas
que produz esses metab®litos n3ao estad ainda éstabelecida
como cultura,/com rari ssimas excessdes (Papaver somniferum ,
P. bracteatum, Digitalis lanata, Chamomilla recutita, Mentha
piperita e Cinchona spp) (TYLER, 1988); a maioria faz parte,
geneticamente falando, de uma populagdao selvagem, sendo
portanto uma fonte esgotavel de recursos. Além disso, o
extrativismo n3o garante a quantidade e nem a qualidade do
produto de acordo com a exig®ncia do mgrcado. Tamb€m, por
outro lado, tem 8e observado, que em alguns casos, O
processo de domesticagdo dessas plantas leva & baixa
produgdao ou mesmo a nao sintese do composto desejado, devido
a nio reprodutibilidade das condi¢®es ideais de sintese (ex:
Pilocarpus spp e Catharanthus spp).

As técnicas de cultura de tecido de plantas:
apresenta-se como importante abordagem biotecnolégica para
viabilizar a exploraga@o deste potencial natural de recursos

de maneira racional. Esta pode ser utilizada, a principio,
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com duas alternativas: a)micropropagasdio e cultivo em
condi¢Bes especiais de plantas altamente produtivas; b)o
cultivo de células em suspensido visando a sintese do
composto secundario "in vitro"” de maneira similar a métodos
fermentativos utilizados com microorganismos. Ambas as
alternativas se complementam e podem ser utilizados
concomitantemente, bem como a indugdo de prdducﬁo de

embrifSes somaticos em calos embriogénicos.

2. 3. 2. MicropropagagZo.

Segundo BAJAJ (1988), durante os udltimos
anos, O 1interesse na propagas@o em massa de plantas
medicinais "in vitro" tem aumentado sensivelmente, por que
muitas destas plantas quando propagadas por metodos
convencionais apresentam longo tempo _para multiplicag3o,
baixa taxa de estabelecimento de frutos, baixa taxa de
germinag3o de sementes ou est3ao frequentemente sob protegdo
ou ameagadas de exting3o.

A alternativa para esta situagd@3o € a rapida
multiplicagdo "in vitro" de plantas e‘cultivo sob condi¢Bes
especiais, com as seguintes vantagens: a) Aumento da taxa de
multiplicag¢3o de plantas; .b) Rapida multiplica¢3o de plantas
que em determinadas condi¢@®es n3ao produzem sementes ou cujas

sementes apresentam baixa capacidade de germinag3o; c)
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Disponibilidade de plantas durante o ano todo, independente
da estagd@o do ano; d) Resisténcia de plantas a insétos,
doengas e herbicidas; e) Plantas uniformes de genétipo
selecionado; f) Produs®o de plantas com gendétipo alterado
(tetraplé¢ides, hapléides, hibridos); g) Conservag3o de
recursos genéticos de espécies de plantas ameagsadas de
extingd3o; h) Melhoramento de plantas pela técnica de
regeneras3io juntamente com manipulagdo de c€lulas "in vitro"

i) Possibilidade de manipulagdo das vias metab®dlicas

visando aumento de sintese de compostos especificos.

2.3.3. Micorriza e aclimatag¢io de plantulas.

Pelas informag@es bibliograficas observa-se
que a maioria das plantas cultivadas tem s8ido avaliada
quanto a possibilidade de formag3ao de micorrizas (associag3o
entre raizes de plantas e varias espécieé de fungos formando
uma simbiose) e apresentaram resultados positivos mostrando
que esta associag3o pode ser benéfica a planta.

Existem muitas evidéncias que sugerem Qque a
associagdo de ralzes de planta hospedeira com fungos
micorrizicos vesiculo-arbuscular refletem em melhor
desenvolvimento da planta principalmente quando o sistema

radicular ¢ deficiente (MOSSE, 1986; MILLER, 1987)

Foram feitos estudos em laboratérios (POPE et
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alii, 1983; GRAHAN & SYVERTSEN, 1985; HENDRICK et .alii,
1988) utilizando-se plantas individuais para correlacionar a
morfologia do sistema radicular e a eficiéncia de
colonizas®o dos fungos micorrizicos e concluiram qgue quanto
mais pobre o sistema radicular maior a .dependéncia de
colonizag¢do micorrizica, principalmente em solos
deficientes. No campo ST JOHN (1980), ANDERSON & LIBERTA
(1987) e BRUNDRETT & KENDRICK (1988) tentaram relacionar a
morfologia do sistema radicular e a dependéncia micorrizica.

Existem muitas dificuldades em se estudar a
influéncia da morfologia do sistema radicular pois estes
podem diferir dependendo da época do ano, tipo de soio,
temperatura, etc...

A infecgdo radicular por fungo micorrizico
vesiculo-arbuscular (MVA) pode aumentar a eficiéncia de
absor¢do de nutrientes, favorecendo o crescimento da planta
micorrizada, principalmente quando‘ existe baixa
disponibilidade de fésforo no solo (KOIDE, 1991).

Esta associag3o também pode alterar a relag3o
planta : Agua, promovendo uma recuperagao muito rapida
provocada pelo estresse hidrico com g?ande extracgd de 4agua
do solo, mesmo quando o potencial hidrico est4 baixo (SAFIR,
et alii, 1971, HARDIE & LEYTON, 1981). Estas modifica¢@®es nd
comportamento do sistema radicular da planta pode ser

atribuido a alta condutividade hidraulica das raizes de
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plantas micorrizadas, que tamb#m modificam o tamanho da
planta quando se compara uma planta micorrizada com uma n3o
micorrizada (HARDIE & LEYTON, 1981; SAFIR & NELSEN, 1985).

O potencial de utilizagi@o de VAM em sistemas
de prbducgo agricola e em particular na aclimatagdao de
rlantas micropropagadas j& tem sido demonstrado (BRANZANTI
et alli, 1990; RAVOLANIRINA et alii, 1990) utilizando-se
rlantas de espécies temperadas. Muito pouco tem s8ido feito
para espécies tropicais, principalmente utilizando-se
plantas micropropagadas (BLAL & GIANINAZZI-OPEARSON, 1990).
Nos tropicos a produgdo ¢ frequentemente limitada pela
deficiéncia de P que os solos apresentam (assim como N e

dgua), principalmente devido a alta fixa¢d@o do fosfato, onde

a associa¢dao micorrizica poderia atuar com sucesso.

2.3. 4. Organogénese.

Na natureza, este processo ocorre nas plantas
para regeneragdao de partes perdidas, por exemplo na
regeneragdo de parte aérea e raizes quando estas s3o
destacadas. A organogénese natural _esta sob controle
hormonal. O principal mecanismo que determina se ocorrera
desenvolvimento de parte a¢rea ou ralzes € a propor¢ao de
auxina e citocinina. A auxina ¢ produzida na regidao apical e

citocinina, no sistema radicular. A perda do sistema
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radicular 1leva ao aumento da taxa auxina/citocinina e
estimula a formagZo de novas raizes, por outro lado a perda
do adpice caulinar, reduz a taxa de auxina/citocinina e
estimula o crescimento de brotos (GOLDWORTHY, 1988).

Em cultura de tecido, este mesmo mecanismo
controla a organogénese. Altas concentrag®es de auxina (por
exemplo 2,4-D e NAA) causam a desdiferenciag¢io e formagZo de
calos, diminuig¢3@o na taxa de auxina/citocinina (por exemplo
cinetina e BAP) em calos, pode induzir organogéneSe. Este
fenémeno foi descoberto por Skoog & Miller em 1957
(GOLDSWORTHY, 1988).

A composi¢3do celular de calos tem sido
demonstrado ser citologicamente bastante heterogénea. E
comum a ocorréncia de c€lulas ou grupos de células
meristematicamente ativas. Estas células sio as precursoras
de orgdos (parte a¢rea ou raizes). O n{vel de ploidia em
calos também pode variar tremendamente (TISSERAT, 1985).

O 8sucesso de muitas técnicas "in vitro"
utilizando-se plantas superiores (fusdo de protoplastos,
isolamento de mutantes, engenharia genética etc...) depende
do sucesso de regeneragdo da planta (FLICK, et alii; 1983).

Un outro aspecto da organog&nese também
bastante explorado ¢ a regenerasio de plantas a partir de
cultura de tecido indiferenciado (calos) 'como fonte de

variabilidade genética. Este processo ¢ definido como
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variag3o somaclonal.
2.3.5. Cultura de cé¢lulas em suspensio.

2.3.5.1. Consideragdes gerais.

A manipulagdo de c€lulas vegetais "in wvitro”
apresentou ao longo das Yltimas 3 décadas excelente
progresso. No inicio, toda abordagem em relagfo a cultura de
células n3o era muito reproduzivel. A composi¢io do meio n3o
era muito elaborada e frequentemente mal definida. O meio
ti pico consistia de sais minerais, suplementos organicos
tais como sacarose, tiamina, glutatione, cisteina e acido
indol acético. Em varios casos, eram utilizados &gua de coco
(liquido do endosperma do coco), qgque apresenta composig¢3o
variavel.

Durante o periodo de 1940-1960, foi
conseguido progresso Qonstante para o entendimento do
sistema de cultura de c€¢lulas de plantas. Informa¢g@®es mais
detalhadas sobre fisiologia e biogquimica do crescimento de
cé¢lulas em cultura em suspensio comeqéram a ser pubiicadas e
o8 estudos sobre sintese de produtos naturais tornou-se mais
intenso.

Na década seguinte (1960-1970), foram

" estabelecidos e definidos meios de cultura e as taxas de
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crescimento aumentadas, foram identificadas culturas que
poderiam sintetizar substédncias caracteristicas da planta e
ocorreram também progressos na cultura de cé¢lulas em larga
escala e houve sensivel melhora do conhecimento de
bioquimica e fisiologia.

Assim, estudos de produgdo de metab&dlitos de
plantas via calos e cultura de células em suspensdo tem sido
feitos em escala crescente desde o fim dos anos 50. O
éultivo em larga escala de cé¢lulas de tabaco e ‘células de
uma variedade de leguminosa foi experimentado no final da
década de 1950 e no infcio de 1960. Os resultados
estimularam muito os estudos da aplicacﬁo\ industrial da
cultura de c¢lulas e de tecidos de plantas em vArios paises.

0O Jap3o0 possui uma tecnologia de fermentag3o
altamente desenvolvida, muitas companhias, em colaborag3o
com, pesquisadores de Universidades, tem tentado aplicar esta
técnica na produg3o comercial de compoétos Uteis.
Entretanto, apesar de vgriés tentativas, na década de 70, a
maioria dessas empresas n3o continuaram os estudos nesta
Area, uma vez que a produgd@o em larga escala ainda estava
longe de ser conseguida |

Por outro lado, grupos da Alemanha
apresentaram varios progressos na aplicagd@o industrial em um
simpdsio realizado em Munique, 1976, com - excelentes

" resultados que tem encorajado pesquisadores de outros
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pai ses.

Em 1982, no V Congresso Internacional de
Cultura de Células e Tecidos de Plantas, realizado no Jap3o,
mais ‘'de 700 participantes provenientes de 46 pai ses
compareceram. Cerca de 70 dos 372 trabalhos apresentados
relacionavam-se com a produgdo de metabdlitos secundarios em
células de plantas cultivadas e com resultados
comercialmente promissores. Assim, pesquisas neste campo
foram reatigadas recentemente, principalmente ~ no Jap3o
(MISAWA, 1985).

Neste m&todo, células ou tecidos s3o
cultivados em meio 1liguido sob agitagd@o (suspensio);
fornece-se condigSes para que os8 metabdlitos secundarios
sejam sintetizados, e em certos casos, secretados para o
meio de cultura. Dessas suspensSes celulares os metabdlitos
830 .extraidos, purificados e comercializados.

O procedimento para produgs3@3o comercial de
metabdlitos secundérios‘ de plantas "in vitro"” pode ser
conduzido- em varias etapas consideradas basicas, resumidas
na Fig 2.

A cultura de células em um volume fixo de.
meio de cultura, apresenta um padriao de crescimento
caracteri stico (Fig 3). Ela aumenta em biomassa pela divis3o
e crescimento celular at¢ gque um fator no ambiente de

cultura (nutriente, disponibilidade de oxigénio, metab®litos
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Figura 2. Esquema geral da cultura de c¢lulas "in vitro"
‘para produg@o de compostos secundarios (WHITAKER &

HASHIMOTO, 1986).

tédxicos) se torne limitante. As c£¢lulas ent3ao entram em
uma fase estacionaria durgnte a qual a massa de matéria
seca das c¢lulas tende a ficar constante. A estabilidade das

- células na fase estaciondria depende da espécie da planta e
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da natureza do fator limitante de crescimento (cé¢lulas que
atingem a fase estaciondria por 1limitag3o de nitrogénio
conserva viabilidade mais longa que quando limitada por

carboidrato) (STREET, 1977).

; ESTACIONARIA

" DESACELERACAO
j PROGRESSIVA
=

0

‘w
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o) LINEAR

2

EXPONENCIAL

TEMPO

Figura 3. Modelo de curva de crescimento de células
em suspensao relacionando o aumento do nimero de

cé¢lulas em fung3ao do tempo (STREET, 1977).
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Quando as cé¢lulas aa suspens3o na fase
estacionaria s3o subcultivadas, as células sucessivamente
passam & fase "“lag"”, nesta fase ha novamente sintese massi;;
de novo citoplasma e organelas associadas, replicam seu DNA
e entdao comegam a se dividir. Em seguida passam a um periodo
de crescimento exponencial, uma fase de crescimento 1linear.
(taxa de crescimento maximo), um periodo de declinio da taxa
de crescimento, e entdo novamente a fase estacionaria.
Dependendo do tipo de cultura de células e meio de cultura,
hd um minimo de densidade celular, abaixo do qual a cultura
n3o cresce.

Nos ultimos anos, varios trabalhos tem sido
publicados apontando as vantagens desses sistemas em relagao
aos métodos tradicionais de produgio de compostos naturais
de plantas.

A produgd@o de plantas no campo esta sujeita a
fatores ambientais incontrolaveis tais como seca, calor,
frio, pragas que podem afetar a quantidade e qualidade do
composto desejado. A cultura por sua prépria natureza é
sazonal, afetando o fornecimento do produto no mercado.
Produgdo em bioreatores possui alto' grau de contrdle e
flexibilidade de acordo com a demanda . (WHITAKER & EVANS,
1987; FOWLER, 1986 e BUTCHER, 1977), e também esta livre de

interferéncias politicas (MORRIS et alii, 1985; FOWLER,
1986).
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BUTCHER (1977), comenta em seu trabalho que
cé¢lulas cultivadas oferecem muitas vantagens sobre plantas
intactas para estudos biossintéticos devido ao maior
controle das condig¢@®es de cultivo. Por serem cultivadas
assepticamente, elimina interférencias causadas pelos
microrganismos. Além disso, cultura de células fornece
sistemas expé#imentais mais simples e mais convenientes do
que plantas intactas, especialmente as culturas em meio
iiquido oferecem uma via muito eficiente de incorporag3io de
precursores, o que € dificil ocorrer em plantas intactas.

Apesar desses aspectos interessantes, )
inegavel que existam varios problemas que limitam a
explorag3o comercial da sintese de compostos secundarios "in
vitro"”, principalmente porque muitas culturas n3o produzem
quantidades significativas dos compostos caracteristicos da
planta da qual as c¢lulas em cultura s3o derivadas, e a
instabilidade de linhagens celulares éltamente produtivas.
(FOWLER, 1986).

De acorao com FUJITA & TABATA (1987) e
WHITAKER & EVANS (1987), os caminhos basicos para se
aumentar a produtividade s%o: aquisi¢lo de variedades
altamente produtoras (seleg¢3o), o estabelecimento de
metodologia de cultivo que acarrete maxima produtividade ,o
desenvolvimento de tecnologia para cultura e produgdo em

larga escala.
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Uma vez que a sintese do composto secundario
estd relacionado com a resposta da planta ao ambiente, BAJAJ
(1988), afirma que a produgdo "in vitro"” depende de fatores
geneticos e epigené¢ticos. Alguns compostos encontrados em
cultura de tecido pode ser resultado da indugio provocada
por estresse metabdlico.

Por outro 1lado, observa-se que em alguns
casos os metabdlitos secundérids 820 produzidos por células
cém certo grau de diferencias3o. A raz&o porque
diferenciasdao ¢ importante para biossintese do produto
secunddrio ¢ no momento objeto de especulasio.

A sintese do metabtlito secundario "in vitro”
provavelmente seja consequéncia de propriedades fisiolégicas
e morfoldgicas especiais dos tecidos cultivados. Com
excessdo dos casos de cultura de org@os, as culturas s3o
formadas por tecidos desorganizados, possuindo limitada
variedade de tipos celulares. Além do.‘mais, técnicas e
procedimentos de cultura de tecido visando manter as células
em estado de divisi3o constante com adigd@o de horménios
exégenos, o qual tende a limitar a diferenciag&@o e
desenvolvimento de sistemas de tecidos organizados.
Entretanto, parece provavel que fatores tais como arranjo
espacial de enzimas e presensa de organelas especificas,
compartimentalizag@o das enzimas e substratos. em locais

"disponiveis para deposi¢3o, determinam se um dado composto &
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produzido ou nZo (BUTCHER, 1977).

Compartimentalizagd@o pode ser importante para
separar as enzimas degradativas dos metabdlitos acumulados,
uma vez que € bem conhecido que tecidos intactos
frequentemente possuem enzimas capazes de degradar
metab®litos gque elas acumulam. Se n@o houver separagao
desses substratos e enzimas em condi¢Ses de cultivo, pode
nd3o ocorrer acumulo de metabélito secundario. De modo
éimilar, locais disponiveis para deposi¢@o por exemplo,
vacuolos, ductos de resina e ducto de latex, podem ser
essenciais para armazenamento do produto, principalmente
quando esses compostos forem téxicos ao citoplasma (BUTCHER,
1977).

Em se tratando de metabdlitos, plantas s3o
geralmente mais eficientes em acumular essas substancias que
as culturas derivadas delas (FOWLER, 1986; YEOMAN, 1987).

No entanto, nas Gltimaé‘ trés décadas uma
grande variedade de plantas tem s8ido cultivada em meios
quimicamente definidos .e muitos produtos secundarios de
intereééé sendo detectados em cultura (MORRIS et alii, 1985;
SEABRA, 1986);

Recentemente, entretanto, linhagens celulares
contendo quantidades maiopes de metabd®litos secundarios que
aqueles encontrados em plantas intactas tem sido isolados

- por seles@o clonal. O sucesso da seleg3o de células
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produzindo altas quantidades de metab®litos secundarios tem
sido possivel devido a heterogeneidade gené¢tica das céiulas
das plantas cultivadas. Isso tem tornado possivel selecionar
células e desenvolver linhagens de células com

caracteri sticas desejaveis (altamente produtivas) (YAMADA &

FUJITA, 1983).
2.3.5.2. Fatores fisioldégicos

Umn dos problemas chaves da cultura de células
de plantas como fonte de quimica fina ¢ que as culturas, uma
vez estabelecida, normalmente apresentam produtividade bem
abaixo do necessario inabilizando a explorag¢do comercial.
Nos dltimos anos, uma variedade de fatores quimicos e
fi sicos, afetando o metabolismo de células em suspensio, tem
sido testados extensivamente em muitos_ tipos de cé¢lulas.
Estes fatores, incluem componentes do meio de cultura,
horménios, valor ph, luz, temperatura, aeragdo, agita¢Zo,
etc...(MORRIS et alii, 1985; MISSAWA, 1985).

Segundo FOWLER (19865, com poucas excessdes,
cultura de células vegetais apresenta o mesmo mbdelo de
sintese de produtos secundarios como os sistemas
microbianos, ou seja a sintese do produto ¢ normalmente
dissociado do crescimento e divisdo celular, sugerindo

cultivo em 2 estagios: O primeiro estdgio onde as condigSes
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de cultivo estido direcionadas para o rapido crescimento e
acumulo de biomassa pelas células e o segundo estagio com o
cultivo em condig®es visando a sintese do produto.

Existem inumeros trabalhos e patentes com
relag3o a estes aspectos, o que torna impossivel discuti-los
com detalhes nesta revis3o, assim apenas aléuns exemplos

ti picos serao apresentados.

a. Regime nutritivo.

Células de plantas sZo normalmente cultivadas
"in vitro” heterotroficamente, utilizando uma unica fonte de
carbono e um suprimento de compostos inorgénicos.

Em geral, sacarose parece ser melhor que
glicose ou frutose para formagdo de produtos secundarios
(DOUGALL, 1980). O nivel de agucar no meio pode também
influenciar o metabolismo secundario. Alta concentragZo de
sacarose (10% p/v) estimula sintese de antraquinonas em
vArias espécies do g&nero Galitum mas inibe em outros por
exemplo 6. rubioides. Similarmente, alto nivel de sacarose
(6 a 8%) pode ser usado para estimular sintese de alcaldide
em alguns sistemas, enquanto em outros o nivel &timo ¢
menor, aproximadamente 2% (PAYNE & CHULER, 1988). A
composi¢do mineral dos meios de cultura pode ser complexo,

comumente consistindo de 15 diferentes sais, mas diferentes
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fontes e concentragdes de N e de P tem recebido maior
ateng¢3do com relagsdo a seus efeitos na sintese do produto
secundario. Nitrogénio pode ser fornecido na forma de
nitrato ou sais de am®nio, ou como componente organico como
uréia, amino 4cido ou caseina hidrolisada. Limitag3o de
nitrogénio ou fosfato em células em cultura tende a suprimir
o0 crescimento e em alguns sistemas, aumentar a sintese do

produto (MORRIS, 1985).

b. Fitorreguladores.

Com excessdo dos casos de tecidos
transformados por Agrobacterium, 08 quais sintetizam niveis
elevados de auxina, o estabelecimento de culturas de células
em suspensZo  geralmente requer adig3o de altos niveis de
2,4-D ou outra auxina potente (PARR, 1988).

| 2,4-D € uma auxina sintética muito utilizada
em meio de cultura, podendo estimular tanto a divisio quanto
a expans@o celular. Por outro lado, pode causar supress3o da
sintese ao composto secundario por ser uma substancia
deleﬁéria. Umn dos principais fatores que contribuiram para
baixa produtividade em culturas de células até 1970 ’parece
ter sido o uso geral de 2,4-D no meio de cultura (MORRIS et
alii, 1985).

Tem se observado uma correlagdao inversa entre
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a taxa de crescimento e niveis de sintese do produto
secundario. Uma vez que se necessita de auxina . para
manutenga@o da cultura e supressio da rediferencia¢@o, n3ao se
pode’remover totalmente a auxina do meio de cultura.

No geral, 2,4-D apresenta piores resultados
do que IAA para sintese do composto e NAA ‘tem um efeito
intermediario (PARR, 1988).

Niveis e tipos de citocininas presentes no
meio de cultura também pode influenciar a formagZo de
compostos secundarios (RHODES, 1987).

Para otimizagdo da produg3do, ¢ necessario
testar uma série de composi¢Bes e balangos hormonais para
encontrar o melhor meio de cultura. Em casos onde meio para
crescimento e meio para produgio sejam diferentes, pode-se
usar cultivo em 2 estagios: primeiramente as células s3o
cultivadas em um meio para ganho de biomassa, e depois ¢é
traﬁsferida para meio de sintese do composto.

H4 necessidade de se conhecer melhor os
efeitos dos horménios na sintese dos produtos secundéfios,
nota-se éue ha casos de favorecimento de produgdao e casos de

supressio.

c. VYalor pH.

O efeito do wvalor pH na produgao de
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metabdlitos secundarios € uma area pouco estudada. O pH do
meio ndo € geralmente controlado durante o crescimento. As
c¢lulas frequentemente modificam o pPH do meio por sua
prépria atividade metab®lica (PARR, 1988).

’ A capacidade de tamponamento do meio de
cultura ¢ muito baixo, e um pH inicial de 5-6 pode abaixar
varias unidades durante o cultivo a menos que se adicione
tamp3o biolégico como acido
N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico (HEPES) ou
4cido 2-(N-morfolino) etanosulfé4nico (MES) por exemplo, a
100mM. Componentes n3o definidos como caseina hidrolizada e
adgua de coco podem funcionar como tampEo. As propriedades
biossintéticas e acumulo de produtos secunddrios de células
cultivadas parecem ser afetadas por mudangas do pH do meio e
os beneficios em se adicionar um agente tamp@o no meio de

produs@o parece ser imprescindivel (MORRIS, 1985).

d. Luz.

Embora a maioria das culturas de c¢lulas n3o
sejam fotossinteticamente competentes . e estarem paramente
expostas a intensidades de luz fotossinteticamente
significativas, o comportamento das células péde ser
influenciado por fotoperiodicidade, qualidade e intensidade

de luz (PARR, 1988). A importa&ncia da 1luz pafa expressio
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étima de algumas vias metabdlicas em cé¢lulas cultivadas tem
s8ido demonstrada por exemplo para sintese de flavondides,
cardenoli deos e para betacianinas (BERLIN, 1988) O mecahismo
aparentemente envolve a indu¢3o de sintese de RNA
especi ficos mediado pelos fitocromos, o gual resulta em um
aumento do nivel de varias enzimas biossintéticas de
flavondides tal como fenilalanina amonialiase e chalcona
sintase (PARR, 1988).

Por outro lado, existem sistemas em que 1luz
"apresenta-se como efeito inibitério a sintese, pér’ exemplo,
em Lithospermum erythorhizon. A formagdo de derivados de
shikonim ¢ inibida por luz azul ou branca; auséncia de 1luz
favorece o acumulo de alcaldide em Scopolia parviflora,
Nicotiana tabacum e Cinchona Lledgeriana. Especula-se que
este efeito seja devido a fotodegradagdo dos produtos

sintetizados, mas ¢ pouco provavel (PARR, 1988).

e. Temperatura.

Esta ¢ uma area pouco explorada. Entre os
poucos sistemas que tem sido estudados encontra-se a
produ¢do étima de alcaldéide por grama de tecido de Nicotiana
e Paganum a 25 °C. O significado exato da temperatura ©étima
¢ incerta, mas a importédncia da temperatura no contrdéle do

aciumulo de produto secundario em algumas linhagens celulares
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€ clara (PARR, 1988).

2.3.5.3. Aspectos visando a otimizag3o da

produtividade

a. Imobilizagdo.

O acumulo de compostos secundarios por
éultura de c¢lulas de plantas parece estar correlacionada
com a diferenciag¢3do de células. Culturas éompactas,
organizadas e de lento crescimento sintetizam mais
metab®litos secundadrios do que as culturas fridveis que
apresentam alta taxa de crescimento (HALDIMANN & BRODELIUS,

1987). Esta diferenga parece decorrer da ocorréncia das
cé¢lulas de plantas n3ao serem como organismos unicelulares,
mag_organizadas em agregados formando tecidos. Este estreito
contato celular desempenha papel indufivo fundamental no
metabolismo celular.

A imobiiiza¢§o ou o aprisionamento de cé€lulas
de plantas utilizando matriz de gel ( alginato,
poliacrilamida, agar, etc) fornece és'células condig®es que
simulam aquelas dos agregados celulares ou tecidos e, na
maioria das vezes, resultg em aumento da biossintese de
metab®litos de interesse (BRODELIUS & NILSSON, 1990; LINDSEY
& YEOMAN, 1983; HALDIMANN & BRODELIUS, 1987).
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Atualmente guando se cogita a produgdo
comercial de plantas utilizando-se biorreatores torna-se
imperativo a existéncia de técnicas funcionais de
imobilizas@6 de cé¢lulas.

Um dos requisitos fundamentais para o sucesso
de um sistema de imobilizag¢Zo de células & éue as células
liberem o metab®élito de interesse no meio de cultura para
que ele possa ser posteriormente extraido do meio. Na
verdade, este requisito quase sempre nZo & preenchido por
células de plantas. As razSes tem sido atribuidas a presenca
de parede celular, membrana celular com permeabilidade
seletiva mais sofisticada e ao armazenamento dos metabdlitos
secundarios em compartimento especializado, quase sempre o
vactiolo, com a finalidade de preservar o citoplasma das
células do efeito téxico que muitos metabdlitos secundarios
podem causar.

Tentativas tem sido ‘ feitas para se
desenvolver tecnologia que modifique a permeabilidade
celular 'tornando poséivel o) acumulo de metab®litos
secundarios no meio de cultura sem no entanto afetar a
viabilidade e metabolismo celular (BRODELIUS & - NILSSON,
1983; BRODELIUS, 1988). |

Varias substancias qQuimicas tem sido
empregadas para modificar a permeabilidade de células de

plantas. Dimetilsulféxido (DMSO) tem sido o tratamento mais
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promissor apds os resultados obtidos com células
imobilizadas de Catharanthus roseus (BRODELIUS & NILSSON,

1983; BRODELIUS, 1988).

b. BiotransformagZo.

Biotransformag@o refere-se & capacidade que
as c¢lulas cultivadas de planta apresentam em converter
enzimaticamente um precursor disponivel ou mais Parato em um
produto final mais valioso. Biotransformag&o torna-se
interessante quando acoplada ao processo de imobilizag3o de
c¢lulas (WHITAKER & EVANS, 1987)

Uma vez que c¢lulas de planta metabolizam uma
s¢rie de compostos aplicados exogenamente, o uso de cultura
de células pode n3o ser apenas de grande valia em estudos de
vias biossintéticas mas também para aplicag@o industrial.

O uso de culturas de c¢lulas de planta para
biotransformagdo requer a selegd@o de tipos celulares que
expressem a atividade enzimatica desejada. Tem sido
demonstrado que dentro de uma populagdo de células existe um
alto'grau de heterogeneidade em relagd@o a capaqidade de
biotransformar. E necessario selecionar linhagens celulares
que demonstrem melhor capacidade de transformagdo do
pPrecursor ao produto. Além disso, tem sido demonstrado que

cé¢lulas de planta efetuam mais que uma biotransformag¢d@o para



36

determinado precursor. Portanto, torna-se necessario
detectar também linhagens celulares que catalizem
especificamente a reagdo desejada, com pouca ou nenhuma
contaminag3o por outros produtos da reas3o.

Nao € grande a literatura sqbre o uso de
culturas vegetais na transformagdo de precursores. No
entanto os poucos trabalhos mostram gque esta linha de
investiga¢ao promete ser de grande interesse. O estudo mais

elogquente € a total transformagdao de digitoxina em digoxina

(SEABRA, 1986).
2. 4. Zedoaria.

2.4.1. Aspectos gerais.

Curcuma zedoaria Roscoe, também conhecida por
"Gaji-tsu" ou simplesmente zedoaria, ¢ ﬁma rlanta herbacia ,
rertencente &2 fami lia Zengiberaceae. Sua origem ¢ a Asia
tropical, ocorrendo ﬁaturalmente em paises como India,
Ceil3do, Indochina e Vietn®@ (MIYAKE, 1986).

O rizoma, rico em éleo‘essencial, ¢ ' a parte
vegetal que apresenta as propriedades terap&éuticas e que ¢
explorada comercialmente.

Esta espécie vegetal vem sendo wutilizada ha

muito tempo na medicina tradicional para tratamento dos mais
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diversos problemas fisicos. Atualmente tem despertado
interesse dos ocidentais, devido as diversas propriedades
terapéuticas, inclusive algumas com comprovag¢@o cientifica.
Recentemente foi introduzida no Brasil, mais
espeéificamente no Estado de Sio Paulo, onde vem sendo
cultivada, processada e comercializada na forma de capsulas
com sucesso por um laboratério farmacéutico (Laboratério

Keimei do Brasil).

Popularmente, a zedoaria ¢ usada como:
expectorante (provoca ou facilita a expectoragio),
demulcente (emoliente, amolece ou abranda uma inflamag¢3o0),
diurético (facilita secreg¢3o da urina), rubefaciente
(provoca vermelidio na pele) e no tratamento da gastrite.
(MIYAKE, 1986).

Os indianos costumam mastigar estes rizomas
em casos de irritagdo das .vias repiratérias, tamb#m
relatam-se atividade anticoagulante e auxiliar no tratamento
do mau halito, usado na forma de dentifricio (MIYAKE, 1986).

E° utilizada largamente como medicamento para
o sistema digestivo, funcionando como estimulador do
estéhago no processo da digestd3o e colagogo {(estimula
secregd@o da bile). (YASUDA et alii, 1988). Estas
propriedades foram comprovadas por MAEDA et alii (1984), que

relata experimentos com administragZo oral do pd deste

vegetal em camundongos, e observou-se efeitos 'de inibigao
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significativa do trénsito intestinal, elevagio da secreg¢ao
biliar e também inibig3o da secreg@o estomacal em ratos o
que pode explicar o seu sucesso no tratamento da gastrite ha
muito tempo na medicina popular.

KIM et alii (1988), testaram "in vitro"” a
atividade antitumor de 10 tipos de plantas medicinais
coreanas contra células leucémicas e células cancerosas do

cd®lon humano. Neste teste foram utilizadas as seguintes

espécies de Scirpus maritimus, Curcura =zedoaria, FPrunus
persica, Rheum Coreanum, Foentculum vulgare, Euphordbia
kansuit, Croton tiglium, Raphanus sativus, Galarhoeus

pekinensis e Daphne pseudogenkwa.

Foram utilizados 5 tipos de solventes para
extragdo: 4gua, 4alcool, acetona, cloroférmio e éter de
petréleo. A atividade citotéxica destes extratos foi
determinada observando-se a inibig¢do de crescimento dessas
células tumorosas.

Extrato em acetona de< Scirpus, Rheum,
Foeniculwn, Daphne mostraram atividade citotéxica mais forte
e extrato em cloroférmio de Curcuma, extrato alcodlico de
Euphorbia e  Galarhoeus apresentaram forte atividade
citotéxica. A atividade citotéxica de cada exﬁrato foi
aumentada 4o redor de 4.7 a 5.7 wv&zes apds purificagio
parcial. Os resultados acima mostram que o8 extratos das

sete espécies de pldntas das 10 testadas apresentaram
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atividade citotéxica "in vitro".

A planta Curcuma zedoaria cresce em VArias
partes da India, suas raizes tem 8ido tradicionalmente
usadag como remédio contra infecg®es intestinais inclusive
amebi ase. ANSARI & AHMAD (1991), comprovaram "in vitro" essa

atividade anti-ameba do extrato de raizes contra Entamoceba

histolitica.
2.4.2. Compostos encontrados em zedoaria.

Tendo em vista a comprovagdo da eficiéncia da
utilizag¢@o de seu rizoma no tratamento de algumas doengas e
disturbios fisiolégicos, varios trabalhos tem sido
desenvolvidos, no sentido de identificar os constituintes
quimicos bem como relaciond-los a sua agdo terapéutica. Os

compostos ja& isolados de zedoAdria s3o apresentados a seguir.

0
° e
CINEOL . CANFORA d-PINENO

(GUENTHER, 1952) (GUENTHER, 1952) (GUENTHER, 1952)
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CURCUMOL

(HIKINO et alii)

(1966a)

HO

PROCURCUMENOL

(HIKINO, et alii)
(1968d)

CURCULONA

(HIKINO et alii)

(1967)

CURDIONE

(HIKINO et alii)

(1966b)
e ]
S8R
CURZERENO

(HIKINO, et alii)
(1968c)

FURANODIENO

(HIKINO et alii)

(1968a)
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ZEDERONA

(HIKINO, et alii)
(1971)

, CURCUMENOL.

(HIKINO, et alii)
(1968b)

CURZERENONA

(HIKINO et alii)

(1975)



EPICURZERENONA

ISOCURCUMENOL

(HIKINO et alii) (HIKINO et alii)

(1975) (1972)

K Y

CANFENO DEHIDROCURDIONA
(GUENTHER) (HIKINO et alii)
(1952) (1972)
/0
Ncmep
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GUENTHER (1952), relatou que os8 rizomas de
zedoaria, continham de 1 a 1,5% de &leo essencial, sendo
seus principais constituintes : cineol, cé&nfora, pireno e
canfeno.

O cineol, conhecido também como eucaliptol, &
um ¢4leo essencial presente também em outras Vplantas como
folhas de eucalipto, folhas de 1louro, etc...MAUGH (1982),
baseado no uso popular, relata propriedade repelente de
folhas de louro contra insetos (baratas). Este efeito
comprovou ser devido ao composto cineol.

GUPTA et alii (1976), testaram a atividade do
p-metéxi-cinamato de etila (EPMC) proveniente de rizomas de

C. zedoaria extraido com etanol. O EPMC inibiu o crescimento

dos fungos: Trichophyton rubrum, Aspergillus niger,
Saccharomices cerevisiae e Epitdermophyton floccosum em
concentras®es menores que 10 xg/ml. A. fumigatus,

Penicilluim purpurogenum, Trignopsis wvariabelis, Microsporum
gypseum, Sclerotium rolfsu. Geotricular candidae, Fusaruim
oxisporum e Helmenthosporuim oryzae enm concentragdes
menores que 15 pg/ml. Candida krusei e T. mentagrophites em
concentrac@es menores que 50 mg/ml. Oé esporos de T. . rubrum
perderam a viabilidade ou capacidade de germinar quando
expostos ao extrato etan®lico (30 ug/ml) por 2 horas.
YAMAHARA et alii (1982), testaram o efeito

do composto furanogermenona sobre danos causados
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experimentalmente por tetracloreto de carbono (CCL4) em
fi gado de ratos. Furanogermenona apresentou efeito
antihepatotdxico.

Como se observa, s30 muitas as propriedades
terapéuticas atribuidas &2 zedoaria, algumas com comprovasXo
cientifica (antitumor, fungicida, repelente, antiameba e
hepatotéxica), diversos compostos foram isolados e
identificados e pouquissimos compostos definidos como
principio ativo para determinado problema. Isso se deve 5ao
fato de muitas vézes haver a atuagdo de varios compostos 1ha
ocorréncia de um certo efeito. Este fen®meno conhecido como

sinergismo, ¢ muito comum ocorrer na utilizag3o de

fitoterapicos (extrato de planta) no tratamento de doengas.

2.4.3. Cultura de tecido de zedoaria

A propagagio de zedoaria.¢ atualmente feita
pela divis3o dos rizomas o que dificulta sobremaneira a
indu¢ao de variabilidade genética e melhoria de
produtividade .

Devido ao fato de ser planta proveniente de
regides tropicais, éorna—se dificil ao rizoma sobreviver a
estagd@o de inverno em paises subtropicais, além de ser
espécie de propagasZo lenta (YASUDA et alii, 1988).

Por isso torna-se interessante o
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desenvolvimento de linhas de pesquisa que criem alternativas
para a rapida multiplicag3o desta planta.

NZo se tém muitos relatos sobre o uso de
técnica de cultura de tecido para a obtengdo de um me&todo
adeqﬁado de propagasdao rapida e aumento de produtividade dos
princi pios ativos em espécies do g&nero Curcuma. Nadgauda1
et alii e Mukhri & Yamaguchi2 citados por YASUDA, 1988),
realizaram trabalhos experimentais com C. dom&stica, obtendo
propagas3do clonal e produsdo de calos. Cultura d? tecido de
C. zedoaria e C. aromatica n3o tem sido conduzida com
sucesso.

YASUDA et alii (1988), relatou trabalho com
cultura de tecido, utilizando 3 espécies de Curcuma, Curcyma
zedoaria Roscoe, C. doméstica Valenton e C. aromatica

Salisbury. Conseguiu-se calos das 3 espécies usando meio de

Murashige-Skoog (MS) suplementado com 1 ppm de NAA e de 0.1

1NADGAUDA, R. S.; MASCARENHAS, A. F.; HENDRE, R. R.;

JAGANNATHAN, V. Indian J. Exp. Biol. 16:120-22, 1978.

2 MUKHI, Z. & YAMAGUCHI, H. Plant Tissue Lett. 3:28-30,

1986.
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ppm de Cinetina. Com Curcuma zedoaria obteve-se formagZo de
”plantleteg”, a partir de a4pice caulinar, em meio contendo
0-1 ppm de NAA ou BA 0-3 ppm a 26 °C sob condig3o de 12 h
de fotoperiodo. Foi examinado também a produs®o do &leo
esseﬂcial (cineol) por cromatografia gasosa em plantas
provenientes de cultura de tecido e comparado com a da
planta m3e. Obteve-se sintese de Cineol em planta
micropropagada mas em baixa qQuantidade, e nos calos n¥o foi

detectada a presensga de cineol.
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3. MATERIAL E METODOS.

Os experimentos foram conduzidos no Centro de
Biotecnologia Agricola (CEBTEC), Departamento de Quimica, na
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ),
Campus da Universidade de S3o Paulo (USP), em Piracicaba.

O trabalho experimental com Curcuma zedoaria
consistiu em cinco partes (Fig 4): micropropagas3o (produsgdo
de clones e aclimatag@o em casa de vegetagio; produsio de
calos; cultivo de c¢lulas em suspensiao (meio 1liquido);
oréanogénese indireta (via calos) e 'analise quimica de

alguns compostos secundarios.

3.1 'Obt,enr;ﬁo os explantes.

O material vegetal utilizado como fonte de
explantes foram rizomas frescos (recém colhidos) de Curcuma
zedoaria fornecidos pela senhora Keiko Iama, wuma produtora
de Santo Amaro, S3o Paulo.

Destes rizomas foram retirados dois tipos de

explantes para experimenta¢@o: discos de rizomas frescos e
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Figura 4. Metodologia geral do cultivo de  células de
zedoaria (micropropagasdo, produsd@3o de calos,
embriogénese, cultivo de suspensSes celulares e

ahdalise quimica do material vegetal).
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Apice caulinar de gemas. As gemas foram provenientes de
rizomas cultivados da seguinte maneira: os rizomas .foram
previamente lavados com a4gua corrente sob alta press3o para
remoéﬁo das particulas de solo; a seguir lavou-se novamente
com escova de cerdas macias para remover os detritos
aderidos mais profundamente, em seguida foram colocados em
bandejas, cobertos com vermiculita autoclavada e deixados
para germinar sob cobertura pladstica (semi estufa) em casa

de vegetag3o.
3.1.1. Assepsia dos explantes.

3.1.1.1. Discos do tecido do rizoma.

goram selecionados os rizomas que se
apresentavam mé&s retilineos e com didmetro ao redor de 1.5
cm. |

Os rizomas foram lavados primeiramente com
4gua corrente e escova para removef os detritos da
superficie.

Descartada as exXtremidades dos rizomas,
retirou-se a epiderme e regides danificadas com auxilio de
bisturi e em seguida foram lavados novamente com Aagua
.corrente e com a4gua destilada.

Em cimara asséptica, os rizomas limpos foram
imediatamente transferidos para erlenmeyers contendo solug3o

de hipoclorito de s84dio (Qboa) 20% (v/v) e deixados sob
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agitag@o constante por 20 minutos. Ainda em c&mara asséptica
foram lavados com agua destilada esterilizada por ' trés
vézes.

Em placa de Petri e com auxilio de pinga e
bisturi, a regido do cédrtex danificada pelo processo de
desinfestagdo foi removida e descartada.

O cilindro contendo a regi%io do cértex e do
cambio integro foi cortéao em fatias de aproximadamente 1 mm
de espessura, que foram inoculadas em meios de <¢ultura. Os
frascos foram colocados em sala de crescimento sob condig@es

controladas ({tem 3.2).

3.1.1.2 Apices caulinares.

Os brotos laterais foram destacados do rizoma
e mergulhados em solugZo de hipoclorito de s4dio comercial
(Qboa) a 20% (v/v).

Apds limpeza superficial para remog3o de
detritos de superficiele folhas mais externas, os Dbrotos
foram mergulhados em solug3o desifetante nova. Seguiu-se uma
segunda limpeza para remosZo das folhas mais internas para
exposigdao da regi3o do &pice; cortou-se ent3@o a 'extremidade
superior do broto, permanecendo apenas a parte basal
contendo o meristema apical.

Em camara asséptica os brotos foram
imediatamente transferidos para erlenmeyers contendo solug3o

desinfetante, e deixados sob agitagdo constante por 20
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minutos. Apds, foram lavados trés vezes com &gua destilada
esterilizada.
Com auxilio de 1lupa, pinga, bisturi e

estilete, o &pice foi ent3d3o isolado e inoculado em meio de

cultura.
3.2. Meio de cultura basico e condig@ies de cultivo.

Para seleg¢3io do melhor meio de cultura para o
estabelecimento de protocolo de cultura de tecido
(micropropagacéo, produsdao de calos, cultura de ceélulas em
suspensio e organogénese indireta) para Curcuma zedoaria
Roscoe, os explantes foram inoculados em meio de cultura
basico de MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS) suplementado com
algumas vitaminas como mostra a tabela 1. Empregou-se agar
na concentras@o de 8 g/l como agente gelificante e o pH do
meio foi ajustado para o valor 5,7.

De acordo com o objetivo de cada experimento,
se obtengSes de calos ou micropropagas@o, foram adicionados
diferentes combinag®es de fitorreguladores ao meio para
indug¢do especifica. Esta suplementagdo sera abordada com
maiores detalhes na descri¢3o dos experimentos realizados.

As condigBes de cultivo na sala de
crescimento foram: temper;tura de 25 % 2°C, 1luminosidade
2000 LUX com fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro).
Em alguns'experimentos para obteng3d3o de calos foi testado

também condigBes de cultivo no escuro.
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Sais Concentragfo
( mg/l)
NH4 NOs 1650
KNOsa 1900
CaClz.2Hz20 440
MgS04 .7H20 370
K2HPO4 - 170
Naz2 EDTA 37,3
FeS04 . 7H20 27,8
HBOs 6,2
MnSOQO4 .4H20 ° 22,3
ZnS04 . 4H20 8.6
KI , 0,83
NazMoO4.2Hz20 0,25
CuS04 .5H20 0,025
CoS04 .6H20 0.025
Suplementos: Acido nicotinico 0,5
Tiamina 0,5
Piridoxina 0,5
Glicina 2,0
I-inositol 100,0
sacarose 30,0
Tabela 1. Sais componentes e suplementagao para
constitui¢do do meio basico MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962).
3.3. Micropropagagio.

basico MS suplementado com BAP nas concentragdes de:

3.3.1. Teste de fitorreguladores (BAP e NAA).

Apices caulinares foram

inoculados

em meio

0; 0,5;
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1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mg/l. Realizou-se també&m estudo
experimental do efeito da interagdo de BAP e NAA no processo
de micropropagasao sendo o_NAA utilizado nas concentréqﬁes
de: 0; 0,2; 0,5; e 1,0 mg/1.

Os frascos foram deixados em sala de
crescimento sob condig¢®es controladas (item 3.2).

Todos os tratamentos foram conduzidos
com 20 repeticdes.

A avaliag¢3o foi feita observando-se o
desenvolvimento dos explantes, classificando-se e
quantificando-se também o os tipos morfogenéticos formados e
quantificando-se tamb€ém o numero de brotos produzidos bem

como a frequéncia de micropropaga¢3o.
3.3.2. Teste da idade fenoldégica do explante.

Utilizou-se como explante apices caulinares
provenientes de material vegetal em guatro diferentes
estagios de desenvolvimento os quais foram denominados:
gema, broto jovem, broto desenvolvido e planta adulta. (Fig.
5). |

O meio de cultura oonsiétiu em meio basico
(MS) (Tabela 1.) suplementado com BAP na concentragd@o de 2
mg/l, cultivado em sala, de crescimento sob condi¢8es

controladas (Item 3.2).

Apds intervalos de tempo de 0, 10, 30, 60 e

90 dias os -explantes foram analisados quantificando-se os
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seguintes parametros: massa de matéria seca (em estufa a 60
°C, por 48 horas), massa de matéria fresca e numero de
brotos produzidos em amostragem consistida de 10 expléntes
escolhidos ao acaso.

O material restante foi transferido para meio

novo para continuidade do desenvolvimento.

Figura 5. Brotos em diferentes fases do desenvolvimento
testados como fonte de explante (4pice caulinar)
para micropropagasdao (a. gema; b. broto jovem; c.

‘broto desenvolvido; d. planta adulta).
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3.3.3. Aclimatacg3o.

Plantulas obtidas por micropropaga@ﬁo a
partir de &pice caulinar, em meio contendo BAP (2 mg/l) por
* 60 dias, foram transferidos para casa de .vegetagdo para
plantio e cultivo.

Primeiramente as plantulas foram retiradas do
frasco, lavadas em &gua corrente, individualizadas e
classificadas em 3 tipos de acordo com suas car;cteristicas
fisicas (Tabela 2).

Utilizou-se como substrato vermiculita e
silica na propor¢3dao 3:1 (v/v) regando—-se com solug3o
nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950).

O substrato foi colocado em: copilhos de

plastico (volume de 180 ml) que possuiam orificios em sua

bage para entrada de a&4gua e nutrientes..

Tabela 2. Classificagio das pladntulas obtidas "in vitro" e

utilizadas para teste de aclimatagido.

parte aérea _ " sistema
radicular

classificag3o|altura |folhas|raizes|didmetro| comprimento

da plantula (cm) (ne) (ne) (mm) (cm)
Tipo I 3-4 1-2 <5 0,50 3
Tipo II 5-8 3,4 7 0,75 4

- Tipo III >8 >5 >9 1,00 5
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Apds o plantio, os copinhos foram colocados
em bandejas de plastico, regando-se periodicamente com
solugio de Hoagland diluida 5 vé&zes, mantendo-se o nivel de
liquido nas bandejas ao redor de 1 cm. Para manter a umidade
relativa do ar em valores altos, as bandejas foram cobertas
com plastico os quais foram removidos em intervalos de 5
dias (0, 5, 10, 15, 20 dias).

Testeu-se também o efeito da micorriza no
processo de aclimatag¢do e desenvolvimento das plantulas. Foi
utilizando o fungo endomicorrizico vesiculo-arbuscular
Glomus etunicatumn (10 ml/copo) que apresentou cerca de 3973
esporos / 50 ml de solo.

Foram feitas 10 repeti¢Bes para cada
tratamento.

| A avaliagdo foi feita observando-se o}
desenvolvimento das plédntulas ao longo do cultivo e por
avaliagao do tamanho (parte aérea e radicular) e massa de

matéria seca 50 dias apds o plantio.

3.4.. Produg3o de calos.

3.4.1. Cultivo de discos de tecido do rizbma.

Os explantes (discos do rizoma ) foram
obtidos como descrito anteriormente no item 3.1.1.1.
Estes discos foram inoculados em meio de

cultura s®lido, constituido do meio basico MS (Tabela 1)
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suplementado com diferentes concentragBes dos
fitorreguladores 2,4 D, Cin, NAA e BAP. As"concentracﬁes
foram de: O0; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/1 para BAP e KIN, e
de 0; 0,5, 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 e 20 mg/]1 para 2,4 D e NAA.
Foram testados também as interagBes entre os
fitorreguladores acima.

| Foram feitas 20 repeti¢Bes vde cada
tratamento, sendo os frascos mantidos em sala de crescimento

em presenca de luz.

3. 4. 2. Testes de tipos de explantes,

fitorreguladores e influéncia da luz.

Em c&mara asséptica, plantinhas completas
obtidas "in vitro"” por micropropagagd@o com raizes bem
desenvolvidas (espessas) e folhas expandidas, foram
retiradas do frasco e colocadas em placa de Petri para
isolamento das seguintes partes: épiée caulinar, base
foliar, bainha da folha, limbo foliar, extremidade radicular
e seguimento mediano da raiz os quais foram testados como
fonte de explante (Fig. 6).

Estes diferentes tipos de explantés foram
inoculados com 20 repeti¢Bes em meios de cultura consistidos
do meio basico MS (Tabela 'l), suplementado com NAA e 2,4 D
nas concentra¢des de 0; 1,0; 5,0; 10,0 e 20,0 mgs/l. Os
frascos foram mantidos em sala de crescimento sob condigSes

controladas. Testou-se tambem cultivo & luz e no escuro.
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Figura 6. Diferentes partes da planta de zedoiaria obtida

"in vitro, que foram testadas como explante para

produgio de calos.
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Assim foram testados 9 diferentes meios de
cultura (combinagBes dos fitoreguladores acima), 2 condigBes
de cultivo (luz e escuro) e 6 tipos de explantes perfézendo
um total de 108 tratamentos. Considerando-se o fato de que
foraﬁ feitas 20 repeti¢Bes para cada tratamento, foram ent3o
inoculadas um total de 21680 explantes.

A avaliagd@o foi feita apdés 50 dias de
cultivo, quando ent3o foram feitas observag®es quanto ao
desenvolvimento (formasZo de parte aérea, raizes, oxidag3o

fen¢lica), sendo atribuidas notas quanto a formag3o de

calos. Representantes dos explantes apés 50 dias de cultivo

foram distribuidos em .quadros representativos do
delineamento dos respectivos tratamentos e ent3ao
fotografados.

3.5. Cultura de supensdes celulares.

Para estabelecimento de cultura de células em
suspensido os calos provenientes do cultivo em meio basico MS
s6lido, suplementado com 1 mg/l de NAA foram transferidos
para'frascos cébnicos de 250 ml contendo 75 ml de meio
liquido de mesma composigdo e mantidos no escuro sob
agitagdo de aproximadamente 100 rpm e temperatura de 25 * 2
°C. Os aglomerados celulares de aspecto amarelo claro
resultantes do crescimento da cultura foram transferidos

para meio novo.
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3.5.1. Curva de crescimento.

As células de 5 frascos contendo cultura em
suspensao de aspecto friavel e claro foram filtrados através
de peneira metdlica de malha com tamanho de poro de 1 mm e
transferidas para frascos c®nicos de 1000 ml.contendo 300 ml
de meio de cultura. As células de todos os frascos foram
cultivadas por 5 dias para estabilizag3do da cultura.

As células foram novamente fi-sltradas em
peneira metédlica de mesma dimensd3o e separadas em trés
amostras de aproximadamente 1 g. Estas amostras foram
colocadas sobre papel absorvente esterilizado e
posteriormente introduzidos em frascos esterilizados e
previamente tarados para determinag3do da massa de matéria
fresca do indéculo.

Estas amostras foram transferidas para
erlenmeyers de 250‘ml contendo 75 ml de meio de cultura de
mesma composi¢do e cultivadas no escuro sob agitag3do -
constante e temperaturé de 25 £ 2 °C.

O ganho de massa de matéria fresca foi
determinado a intervalos de O, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25, 29
e 32 dias de cultivo. Para tanto, as culturas foram
filtradas em peneira metdlica com malha com tamanho de poro
de 0.250 mm. Os aglomerados celulares foram colocados sobre
papel absorvente esferilizado e pesados em frascos
esterilizados previamente tarados. A massa de matéria fresca

foi determinada por diferenga. As células foram
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desenvolvidas novamente para os respectivos meios de cultura
para continuidade do experimento.

A mé¢dia das leituras da massa de matéria
fresca das trés culturas foi utilizada para construgd@o da

curva de crescimento.

3.5.2. Aplicabilidade do teste de tetrazélio na
avaliagdo do crescimento de células em

suspensiao.

O teste utilizado foi o recomendado por DIXON
(1985) aue consistiu em adicionar 8 ml de solusdo 0,5%, pH
7,5 de cloreto de 2,3,5 trifenil-tetrazdlio em tubos de
ensaio contendo amostras de massas variaveis de células
(0,5; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0; 40,0; 60,0; 80,0; 100,0 e
120,0 mg) em duplicata. As amostras foramffem seguida
incubadas por 24 horas & temperatura de-ZO °C no escuro. A
seguir todas as amostras foram centrifugadas a 5000 g por 5
minutos e o sobrenadante foi descartado. O precipitado
celular foi ressuspenso em 3 ml de etanol (95 %) e deixado
em bénho maria em agitagdo a 60 °C por 15 minutps. Apds
resfriadas, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 5
minutos e o precipitado foi descartado. A absorba&ncia da cor
avermelhada da solug¢3o etandlica (sobrenadante) foi lida em
espectrofotédmetro a 485 nm contra etanol al 95 % como

controle.



61

3. 6. Organog&nese indireta.

Com o objetivo de se obter a regeneragﬁé de
plantas a partir de calos de zedoaria, cé¢lulas e aglomerados
celuléres provenientes do cultivo em meio liquido foram
transferidos para meio sélido de mesma composig¢do (meio
basico MS suplementado com 1,0 mg/l de NAA) e cultivado no

escuro para crescimento de calos.

Posteriormente, calos de aspecto friavel e de

colorag3o branca amarelada foram transferidos para meio
s¢lido suplementado com 2 mg/l de BAP (meio considerado
melhor para formag3do de parte a¢rea e micropropagagdo, em
experimentos anteriores) e cultivado em presenga de luz para

indug¢d@o de parte aéerea.
3.7. AnAlise quimica.

3.7.1. Reagentes e padrdes.

Os solventes utilizados foram de graus P.A.
para obtengXo dos extratos e de grau Lichrosolv para os
eluentes cromatograficos. Canfora comercial foi a utilizada

como padr3o.
3.7.2. Instrumentag3o.

Foram utilizados: (a) cromatédgrafo 1liguido
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HP-1050, Perkin Elmer 3B equipado com coluna (300 x 25 nm)
preenchido com silica ou fase reversa C-18 com particulas de
S5 um e detectores UV-Vis. (b) cromatégrafo a gas acoplédo a
espectrémetro de massa HP-5890 de baixa resolugdo operando
com analisador quadrupolar. (c) cromatégrafos a gas acoplado
aespectrémetros de massa FINNIGAN MAT com®' detector “ion
trap" de baixa resolugdo. (d) espectrémetros de ressonidncia
magnética nuclear Bruker AC-80 a AC-200 operaﬂdo para préton

e para carbono treze.
3.7.3. ObtengZo dos extratos.

Os rizomas provenientes de plantas originais
e plantas micropropagadas foram secos em estufa a 60 °C ateé
peso constante e moidas finamente. Trés gramos destes
materiais foram extraidos com 30 ml de diclorometano,
mantidos em repouso por 24 horas e submetidos a ultrasom por
5 min. A solugdo foi filtrada sob vécuo,«através de funil de
vidro sinterizado, seco e concentrado em evaporador rotativo
a 30 °C.

Uma por¢ao do calos foi submetida a
tratamento com gelo seco e acetona e posteriormente extraido
por metanol : agua (lgi). A solug3do resultante foi extraida
com diclorometano por particﬁo,_que foi seco e concentrado
fem evaporador rotativo a 30 °C. A massa celular das culturas
de cé¢lulas em suspensio foi separada do meio de cultura por

filtrag3o e 7,6 g foram extraidas de modo andlogo. O meio de
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cultura foi analisado d4guanto a presensa de metabdliteos
secundarios excretados, através da anadlise do extrato

diclorometano obtido deste ﬁor parti¢3o.

3.7.4. Analise dos extratos por cromatografia

planar.

Foram aplicados com microcapilar cerca de 10
ul de solug¢Bes contendo cerca de 10 mg/l (ms/volume de
solvente) de cada extrato numa placa cromatggréfica de
silica de alta resolugdo. As placas foram eluidas com
benzeno/acetado de etila 10 % (v/v) avaliados sob luz UVzsa

UVass nm e posteriormente revelados com a detecgdo de

terpendides.

3.7.5. Analise por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

Os diversos extratos diclorometdnicos obtidos
foram carificados em filtros Sep-pak previamente as inje¢Pes
no cromatégrafo liquido. A condig¢3o utilizada foi: coluna de
30 cm x 2,5 cm preenchida com silica C-18. Fluxo"de 1,2
ml/min de a4gua/metanol 55% a 65%, em 7 min, mantido por 15
min, seguido de um aumento para 90%, mantido por mais 25
min. A canfora foi co-injetada como padrd3o visando a sua

identifica¢do nos cromatogramas.
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3.7.6. Andlise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa.

Os extratos diclorometé&nicos foram injetados
num éromatégrafo a gas visando a otimizag¢&o da separag@o dos
cdnstituintes. Foi utilizada uma coluna do"  tipo Megabore
(6,25 nm de di&metro in%erno) de silica fundida com 5 m de
/" comprimento com metil-silicone (5%) como fase. Temperatura
- do iﬁjetor: 270 °C, temperatura final: 250 <°C (12/min)

"mantido por 20 min.
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4. RESULTADOS E DISCUSSZO.
4.1 MicropropagagZo.
4.1.1 Efeito de fitorreguladores C(BAP e NAA).

BAP e NAA s3o fitoreguladores extensivamente
utilizados_em cultura de tecido de plantas. BAP ¢ wutilizado
como indutbr‘de formag3ao de pafte a¢rea e brotamento e NAA
como indutor de rizogénese e formagd@o de calos. Para
obteng3o da melhor composig3do de reguladores vegetais para
micropropagagdo de zedoAria, testou-se o‘efeito davinteracﬁo
de BAP (O - 0.5 - 1.0 - 1.5 - 2.0 - 3.0 mg/1l) e NAA (0O - 0,2
- 0.5 - 1.0 mg/l). A avaliéqﬁo final foi realizada
aprokimadameyte 60 dias ap®s a  inoculag3o, quando
identificou-se e quantificou-se nove tipos morfogenéticos
distintos (Fig 7). A frequéncia de ocorréncia do tipo G (
caracteri sticas de microépropagasdo) e porcentagem de
micropropagasio s3o apresentadas nas Figs 8 e 9 e 0 numero

de brotos produzidos na Fig. 10.



Figura 7. Esquema dos tipos morfogenéticos obtidos nos

tratamentos com intera¢3ao de BAP e NAA.

Os tipos morfogenéticos identificados
apresentavam as seguintes caracteristicas:

Tipo A - Desenvolvimento normal .da plantula
com formagdo de raizes e parte a¢rea, apresentando no minimo

3 folhas expandidas.

Tipo B - Desenvolvimento normal da plantula
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com formag3o de raizes e parte aé¢rea, apresentando 2 folhas
expandidas.

Tipo C - Desenvolvimento normal da pléhtula
com formag3o de raizes e parte aérea, apreseﬁﬁando 1 folha
expandida.

Tipo D - Houve crescimento do .explante que se
apresentou clorofilado sem no entanto apresentar folhas ou
rai zes. |

Tipo E - Explante n3o apresentou crescimento
significativo, mas apresentou-se clorofilado.

Tipo F - Explante apresentou-se com colora¢iZo
marrom escuro (possivelmente oxidado e supostamente morto).

Tipo G - Emiss®o de brota¢®es (parte aérea e
raizes).

Tipo H - Formag3®o intensa de raizes, sem
formag3o de parte aérea. |

Tipo I - Crescimento amorfo, sem definigZo de

folha ou raizes. Coloragi@Zo verde amarelado ou marrom

(suceptivel de oxidag¢3o).

A relagd@o entre o .tipo morfogenético que
expressa micropropagas@o (Tipo G) e os demais tipdS' (Tipos
A,B,C,D,E,F,H,I) s3o apresentados na Figura 8. A avaliag3o
feita apés 60 dias de cultivo, permite afirmar que todos os
tratamentos em presenca de BAP e aus&ncia de NAA foram os
que apresentaram os melhores resultados de micropropagagado

independente da concentrag@o, sendo escolhida a concentragao
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de 2.0 mg/l por apresentar significativamente o melhor
resultado. Estes resultados est3o de acordo com os obtidos
por YASUDA (1988), qQue relata a formagd3o de primérdios de
brotos utilizando- se BAP em concentrag@es de 0.05 a 3 mg/l.
Inclusive relatou também que concentrag®es acima de 3 mg/l
acarretaram formagdo de calos. Um resultado estranho, uma
vez que formag3o de calos estd associada a presencga de e 2,4
D e ndo de Citocininas como €& o caso de Cin e BAP. Este
éfeito nio foi testado no presente trabalho, mas®se observou
que na concentragdao de 3 mg/l de BAP, a porcentagem de
micropropagagdo diminuiu (Fig 9) em relagdo a concentragdo
de 2.0 mg/l. E de s8e esperar 4que acima deste valor, a
micropropagasdo diminua dando lugar a formag3o de calos como

relatado por YASUDA.
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Figura 8. Relagdo entre explantes que micropropagaram e
_explantes qQue n3o micropropagaram nos tratamentos

de interagdo BAP e NAA.
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Os resultados da interag3do entre os
fitoreguladores testados evidenciou que aparentemente
existiu interag¢do positiva a concentrag®es de 1.5 mg/1l de
BAP e concentragSes de NAA a 0.5 mg/1.

| A Figura 10, onde s3o apresentadas as taxas
de micropropagas3do (numero de brotos / explarnte) mostrou que
tratamentos utilizando—se BAP além de se obter porcentagem
de micropropagagio maiores, conseguiu-se também maior numero

de brotos por explante.

4.1.2. Selegio da melhor idade fenolégica para

&pices caulinares.

Com o objetivo de se otimizar o processo de
micropropaga¢io de zedoaria, isto ¢ , a produ¢EZo de maior
numero de brotos em menor .intervalo de tempo, neste
experimento foram testados explantes em quatro fases
diferentes do desenvolvimento, pois ¢ sabido que a idade
fenolégica do explante ‘influi no seu potencial de resposta
morfoldgica.

A avaliagdo das respostas feita em geis fases
do desenvolvimento do explante (10, 20, 30, 60 e 90 dias
ap®s a inoculag3do) ¢ apresentada nas Tabelas 3 e 4 e Figs.
11 a 15.

Analisando—se as curvas proveniehtes do ganho
de matéria seca em fung¢do do tempo (Fig 11), observa-se que

gema como fonte de explante apresentou um comportamento



Tabela 3. Porcentagem de micropropaga¢do

71

(M) e massa de
matéeria seca (ms) dos explantes obtidos durante o
cultivo de 90 dias.
IDADE Tempo (dias)
FENOLOSGICA 0 10 30 60 90
DO EXPLANTE |[%M MS [ %M MS %M MS %M | MS %M MS
GEMA 0 |0,2] - 3,1|72,3113,2]93,1{75,0(90,0]453,5
BROTO JOVEM 0 10,2 - 1,9110,3! 2,8|60,7 47,5 100; 156,8
_BROTO i |
DESENVOLVIDO}| O 10,21 - 0,9125,3| 8,3{47,9147;.3(95,81176,1
PLANTA
ADULTA 0 (0,2 - 1,2} 1,6] 5,9142,0{42,0/86,5|244,4
%M = porcentagem de micropropagas@o.
ms= massa de maté¢ria seca do explante.
Tabela 4. Taxa de micropropagasdo e massa de matéria seca
dos brotos obtidos apdés 60 e 90 dias de cultivo.
Taxa de micropropagagﬁo Massa de matéria
(numero de brotos pro- " seca produzida
duzidos por explante) por broto (mg)
tempo de cultivo tempo de cultivo
(dias) (dias)
Idade 60 | 90 60 90
Fenolégica
GEMA 6,0 5,9 12,5 76,9
BROTO JOVEM 5,3 5,0 9,0 31,4
BROTO :
DESENVOLVIDO 4,3 5,0 11,0 33,5
PLANTA
ADULTA 3,6 5,25 11,7 55,1
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bastante superior. Fol observado que aos 10 dias de cultivo
0 4pice de gema ja& apresentava matéria seca 1.6 vézes maior
que o Apice de broto jovem e 2.6 vézes mais que 4apice de
planta adulta e 3.4 vé&zes maior que Dbroto desenvolvido
(Tabela 3).

Com relag3do ao aspecto micropropagagao,
obervando- se os valores da taxa de multiplicagdao (numero de
brotos produzidos por explante) aos 60 dias de cultivo
tTabela 4), nota-se que estes valores decrescem em fungdo do
aumento da idade fenoldgica do explante, ou seja, a taxa de
multiplicagdo do a4pice de gema ¢ maior gque broto jovem, que
¢ maior que de broto desenvolvido que por sua vez ¢ maior
que de planta adulta, sendo respectivamente 6.0 - 5.3 - 4.3
e 3.6 brotos por explante.

A associagdo entre massa de matéria seca de
cada broto e o numero de brotos por explante também
apresentou maior quantidade de matéria éeca por explante.

Observando-se a Tabela 3 e Figura 12 onde ¢
apresentada a porcentaéem de multiplicagd3o em fungdao do
tempo, verifica-se que a 30 dias de cultivo registrou-se a
méxima diferengca entre os explantes utilizados. Gema
apresentou-se 72.3 %, broto desenvolvido 25.3 %, broto jovem
10.3 % e planta adulta 1.6% entretanto esta diferenga tendeu
a se reduzir com longo tempo de cultivo atingindo valores
similares aos 90 dias quando os valores observados foram ao
redor de 90 % de micropropagag3o.

Do ponto de vista potencial de
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micropropagac3o, o 4pice de gema apresenta uma eficiéncia
interessante pois responde rapidamente, ou seja, produz
muitos brotos em curto espaso de tempo se comparado aos
outros explantes testados.

Convém ressaltar que comparando-se as taxas
de multiplicagd@3o deste experimento com o8 obtidos no
experimento do efeito de fitoreguladores NAA e BAP, (item
4.1.1) e considerando o meio basico (MS) suplementado com 2
mg/l de BAP como sendo o melhor onde a taxa de
micropropagasZo para 4pices foi de aproximadamente 2,5
brotos por explante (Fig 10) e com porcentagem de
micropropagas@o de 67 % (fig 9) no presente experimento
obteve-se taxa de micropropagacéo (6 brotos por explante,
Tab 4) e porcentagem de micropropagasdo de 90 %(Tab 3) mais
elevadas. Isso deveu-se possivelmente a homogeneizagio dos
apices cauliﬂares utilizados como fonte de explante.

Aparentemente, qgquanto mais jovem for o
material vegetal utilizado como explanté, maior ¢ o seu
potencial de resposta morfogénetica. Este aspecto &
nitidamente observado na Fig. 12, onde a planta adulta
apresenta resposta de brotamento bastante lento.

Nas Figuras 13 2 15 séo apresentadas fotos
dos estagios da fase “in vitro" do processo de
micropropagagido.

O inconveniente da utilizagd@o .de gema de
rizoma como fonte de explante ¢ a dificuldade de se obter a

desinfec¢dao do mesmo, pois se trata de material que esteve
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Figura 13. Estagios da fase "in vitro” do processo de
micropropagag¢do (a. inicio do brotamento; b.

desenvolvimento dos brotos; c. enraizamento).

Figura 14. Detalhe da formagao de brotos na regiZo basal da

plantula.



exposto ao s8olo diretamente. No

6

caso de brotos ja

desenvolvidos ou até¢ de plantas com folhas j& expandidas, o

apice caulinar fica protegido e o

assepsia ¢ facilitado.

processo de limpeza e

Figura 15. Estagio final da fase "in vitro” do processo de

micropropagasio: Plantinhas completas com sistema

radicular desenvolvido,

prontas para aclimatagio.
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4.1.3. ACLIMATAGAO

Um dos problemas encontrados no processo de
transferéncia das plantulas obtidas "in wvitro" para a
condigd@o "ex vitro” reside no fato de que elas s3o
provenientes de uma condigZo de cultivo (dentro de frascos
fechados) onde a umidade relativa do ar ¢ aproximadamente
100%, e em condig3o de campo ou mesmo em casa de vegetagdo o
valor da umidade ambiente € bem inferior. Além' disso, em
condigdo de cultivo "in vitro", especialmente com a
utiliza¢3do de agar (Que no caso contém os nutrientes) como
substrato de sustentagdao, faz com gque a pladntula desenvolva
um sistema radicular bastante fragil.

Considerando esses aspectos, o processo de
aclimatagd@o das pladntulas exige um estudo minuncioso de
pardmetros como: melhor tamanho de parte aérea e sistema
radicular, melhor substrato, melhor  procedimento qQue
minimize o choque causado pela diminuig¢io brusca da umidade
relativa, etc...

| Este trabalho experimental consistiu na
aclimatagd@o de pléntulas de trés. diferentes £ idades,
utilizando-se vermiculita como substrato e solug3do de
HOAGLAND & ARNON (1950) como fonte de nutrientes minerais.
As plantas foram coberéas com plastico no momento da
transferéncia o qual foi removido em diferenteé intervalos
de tempo de cultivo. Como a micorriza tem sido utilizada

para ampliar a superficie de absor¢3o do sistema
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radicular, neste experimento testou-se o seu efeito na
aclimatag@o e crescimento das plantas durante o processo de
aclimatag3o.

A avaliagdo dos resultados ¢ apresentado nas
Figufas 16 a 20 e Tabela 5.

Observa-se que o aumento do tamanho da
plantula favoreceu o "pegamento’”. Isto se deve provavelmente
ao fato do sistema radicular ser também proporcionalmente
mais desenvolvido, apresentando raizes em maior nimero e
maior espessura (Tabela 2). Com estas caracteristicas
aplantula possui mais condi¢®es de se adaptar rapidamente ao
novo substrato (vermiculita) e aproveitar melhor os
nutrientes fornecidos.

Os resultados indicaram que plastico serve
bem ao processo de aclimatagdo de plantulas em pequena
escala sendo observado que melhor resultado se obtém com a
remos¥o da cobertura plastica apés 10 dias da transférencia
para condigBes "ex vitro"” (Tabela 16).

O tamanho da plantula transferida parece ser
um parametro relevante a‘considerar durante o processo de
aclimatagZo, pois plantas do tipo III (Tabela 2) mesmo com
cobertura com menos de 10 dias aclimataram-se (Fig. 16).

@] tratamento com micorriza apresentou
resultados significantes tanto no processo de aclimatag3o
como no crescimento das plantas (Figs. 16 e 17). A presenga

de micorriza permitiu maior porcentagem de aclimatagi@o das

plantas (Fig. 20) sendo inclusive observada a aclimatag¢3o
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mesmo em auseéncia de cobertura plastica (Fig. 17).

CLASSIFICACAQ

DA PLANTULA

TIPO I

TIPOII

TIPOI

Figura

10 15 20 DIAS COM COBERTURA
PLASTICA

16. Efeito da idade da plantula, do tempo de
cobertura plastica e do tratamento do substrato

com micorriza (sem micorriza), apd®s 50 dias da

transferéncia.
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CLASSIFICACRO
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TIPOX

TIPOI

(0] S5 10 1S 20 DIAS COM COBERTURA
PLASTICA

Figura 17. EKEfeito da 1dade da plantula, do tempo de
cobertura plastica e do tratamento do substrato

com micorriza (com micorriza), apt®s 50 dias da

transferéncia.
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S/M C/M S/M

C/M

10 dias COBERTURA

S/M = SEM MICORRIZA
C/M s COM MICORRIZA

Figura 19. Efeito do tratamento com micorriza no tamanho do
" sistema radicular e da parté a¢rea das plantulas
do tipo III cobertas com plastico por durante 0 e

10 dias apo®s 50 dias da tranferéncia.
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Figura 20.

Efeito do tratamento do substrato com micorriza e

do tempo de cobertura no ''pegamento'’ das plantas

. no processo de aclimatagXo.
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No que diz rqspeito ao desenvolvimento das
plantas durante a aclimatag3o foi observado um consideravel
efeito da micorrizasdao tanto no tamanho quanto na massa de
matéria seca das plantas infectadas comparadas com as n3o
infedtadas (Figs.18,19 e 20, e Tabela 5).

% avaliagdo da massa de matéria seca de parte
4derea e sistema radicular das plantas aclimatadas apds 60
dias de cultivo est3o apresentadas na Tabela 5. Os
resultados revelaram acentuado efeito do tratamento com
micorriza tanto na parte derea como no sistema radiculaf das
plantas tratadas comparadas com as plantas n3ao tratadas; que

foi diretamente proporcional ao tipo de planta utilizada e

ao tempo de cobertura.

O efeito de pempo de cobertura com plastico
dentro de um mesmo tipo especi fico de plantula para massa de
matéria seca de parte aderea e raizes, tanto para tratamento

com e sem micorriza n3@o foi conclusivo..
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Tabela 5. Massa de matéria seca (mg) produzida pelas plantas

aclimatadas provenientes dos diversos tratamentos.

Tempo de cobertura
: 0 5 10 15 20
(dias) '
Folhas 0,101 ———— 0,167} 0,029! 0,114
S/M ' .
Raizes 0,023 -——— 0,042| 0,001| 0,006
Tipo I
Folhas ~----1 0,330 0,379 0,258| 0,143
Raizes --——| 0,101 0,088 0,068 0,023
Folhas 0,142 0,192 0,268} 0,163| 0,104
S/M : .
Raizes 0,031} 0,081 0,091| 0,051| 0,080
Tipo II
Folhas 0,203] 0,450 0,472 0,363| 0,292
Cc/M
Raizes 0,069| 0,125 0,138 0,145} 0,066
Folhas 0,238} 0,087 0,125 0,214} 0,271
S/M —
' Raizes 0,094] 0,026 0,044 0,082 0,113
Tipo III -
Folhas 0,366} 0,533 0,433 0,372} 0,451
C/M —
Raizes 0,111 0,164 0,142} 0,121} 0,117
S/M sem micorriza.

Cc/M

com micorriza.
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4.2. Produgzo de calos.
4.2.1. Cultivo de discos de rizoma.

Embora Yasuda (1988), tenha relatado
resultados positivos para formagsao de calos ‘em experimento
com seis meses de cultivo em meio suplementado com NAA (1
mg/1l) e KIN (0,1 mg/l), a avaliag3o feita nos experimentos
deste trabalho apds oito meses de cultivo revelou nenhum

'

resultado positivo de formag¢io de calos.

Com o passar dos dias, os explantes
apresentaram-se oxidados em algumas regi®es ou na maioria
dos casos por completo. SupSe-se que seja devido a oxidag3o
do componente que d& a colorag®o azul ao rizoma, pois alguns

discos permaneceram claros mesmo depois de meses.

4.2.2. Teste de tipos de explantes, fitorreguladores

(2,4-D e NAAD e influéncia da luz.

Este experimento foi realizado visando
selecionar o melhor explante, a melhor composic3o em
fitorreguladores do meio de cultura e a melhor condicXo de
cultivo para se obter indus3o de calos a partir de tecido de
zedoaria.

Os resultados das avaliagBes apés'50 dias de
cultivo estio apresentados nas Tabela 6 e ilustrados nas

Figuras 21'é 25. Em m&dia foram avaliados 18 explantes
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devido a perda de alguns por contaminag¢3o.
Tratamento com 2,4-D:

A anadlise dos dados revela que 2,4-D,
largamente utilizado como indutor de calos n3o apresentou
efeito algum para zedoaria. Tratamento com 2,4-D, tanto no
claro como no escuro, independente do tipo de explante e
concentragao testada (1 a4 20 mg/l), n3o apresentou nenhum
sinal de crescimento do explante e muito menos %ormacio de
calos. Além disso os explantes morreram em poucos dias de
cultivo. Apenas no tratamento com 1 mg/l em segmento de raiz

(extremidade), houve um 1indicio de indugd3o de calos na

regido apical, mas o explante apresentou-se muito oxidado.
Tratamento com NAA:

Neste experimento foram testados explantes
provenientes de varias . regides da plantula (obtidas '“in
vitro" -pelo processo de micropropagasao). Estes foram
inoculados em meios de cultura ’ contendo  diferentes
concentragdes de NAA (0, 1, 5, 10 e 20 mg/l) e de-ﬁaneira a
verificar o efeito da 1luz na produsdao de caios estes
explantes foram cultivados em presenga e na ausencia de luz.
Os resultados obtidos esti@o descritos abaixo:

Apice caulinar: Luz parece ter wum efeito

significativo na produsZo de calos por NAA em 4&pices de
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zedoaria. 08 resultados ilustrando este efeito 830

apresentados na Fig.21. No tratamento contréle (auséncia de

Figura 21. Apices caulinares cultivados em meios de cultura
contendo diferentes comcentragdes de NAA e 2,4 D,

em condi¢®es de luz e no escuro.

NAA) observou-se o desenvolvimento normal de plantinhas com
formagao de folhas e inclusive rafzes tanto no claro como no
escuro. Entretanto os resultados dos tratamentos contendo
diferentes concentrag®es de NAA mantidos no claro ﬁostraram
uma inibig¢do gradativa da formagdao de parte 4&aerea que foi
positivamente relacionada-com a concentragdo de NAA. Em
concentrag®es baixas de NAA (1 e 5 mg/l) houve "aparecimento
de raizes, formagdo de brotos laterais sem no entanto haver

produg@o de calos. O aumento da concentragdao de NAA (10 e 20
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mg/l) inibiu o crescimento do explante bem como a formag3o
de parte 4aerea. Entretanto os explantes apresentaram-se
escurecidos devido possivelmente a oxidacZo fenélica. Com
excess3do da concentragdo de 10 mg/l onde houve indicios de
formesio de calos. Por outro lado os resultados dos
tratamentos com diferentes concentrag@es de NAA mantidos no
escuro revelaram um efeito do NAA na indugd@o de calos que
foi diretamente proporcional a concentrag3do dé NAA. No
tratamento contendo 1 mg/l de NAA ainda houve formag3o de
raizes e pouca formagdo de calos, Jj& nos " tratamentos
contendo 5 e 10 mg/1l de NAA , a frequéncia de explantes
formando calos aumentou significativamente e com 20 mg/l
houve diminui¢3o de NAA na indug¢3o de calos.

Base foliar: Os resultados da avaliagZo do
efeito utilizando base foliar com explante s3o apresentados
na Tabela 6. Obteve-se resultado de formagd3o de calos no
tratamento com 1 mg/l de NAA cultivadol no escuro. Com o
aumento da concentrag¢3o de NAA, houve diminui¢3o
proporcional de formas3do de calos e aumento do grau de
oxidag¢3o  -do explante. Neste experimento mais uma vez a 1luz
agiu inibindo a formag3do de calos.

Bainha e limbo foliar: A avaliagZo dos dados
apresentados na Tabela 6. Os resultados permite-se afirmar
que bainha e limbo foliar.n3®o foram efetivos para produgio
de calos, além disso o8 explantes apresentaram oxidag¢3o
fendlica severa. Apenas bainha apresentou indicio de

formagZo de calos na regiio préxima a estrutura de ades3io da
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folha 4 planta (a ligula) em todas as concentragBes testadas
e quando cultivada no escuro.

Segmentog de raizes: A exemplo do ocorrido
com apice, luz também apresentou um efeito significativo na
indugdo de calos por NAA quando segmentos de raizes de
zedoaria foram utilizados como explante. Neste experimento,
para qQue se pudesse distinguir a contribui¢io do meristema
radicular em promover ou n3o a indug3o de calos, és raizes
foram separadas em duas partes: segmentos de raizes com

meristema apical e segmentos de raizes sem meristema apical.

Figura 22 Apices radiculares cultivados em meios de cultura
contendo diferentes concentra¢des de 2,4 D e NAA
em condigdes de luz e no escuro, apds 50 dias de

‘cultivo.
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Os resultados das avalia¢@es realizadas 50
dias apd®s a 1inoculag3o 830 apresentadas na Tabela 6 e
ilustradas pelas Figs.22 e 23. Estes resultados revelaram um
efeiﬁo positivo do NAA na indus¢3@3o de calos que foi
inversamente proporcional a concentrag¢d@o dentro dos limites
testados e inversamente relacionado com a presensa de 1luz,
pois condi¢Bes de escuro para o cultivo foi o q&e apresentou
melhor desenvolvimento de calos. Na auséncia de NAA
(contr&éle) ocorre nenhuma manifestag@o de crescimento para
ambos os segmentos de raiz, tanto no claro como no escuro.
Concentragdes de NAA ao redor de 1 mg/l no escuro foi o que
mostrou o8 melhores resultados 6nde houve a produsdo
satisfatéria de calos friadaveis e sem oxidag¢3o quando
comparadas com as outras concentra¢Bes testadas. O cultivo
de ambos os explantes em presensa de luz revelou qgque a
indu¢d3o de calos por NAA ¢ diretamente dependente da
concentragd@o de NAA. Concentrag®es de NAA maiores que 1
mg/l, no escuro, tendem a reduzir a formas3o de calos e

causar o escurecimento do explante.
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Figura 23. Segmentos da regiiao mediana da raiz em meios de
cultura contendo diferentes concentrag@es de NAA

e 2,4 D, em condi¢gBes de luz e no escuro, apds 50

dias de cultivo.
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Figura 24. Calos obtidos do cultivo da porgao mediana da
raiz e meio de cultura contendo 1ppm de NAA e

condi¢g®des de escuro.
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Figura 25. Produ¢2o de calos a partir de a&pice caulinar

meio basico MS suplementado com 10 mg/l de NAA.

em
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%% K= Escuro

- n3o produgdo de calos )
+ indug¢do de formag3o de calos
++ pouca produg@o de calos

+++ méedia produgdad de calos

++++ boa produgdo de calos

Tabela 6. Produg3o de calos utilizando-se diferentes partes
da plantula como explante e meios de cuitura
contendo diferentes concentragdes de NAA,
cultivados na presensa de luz e no escuro.

NAA (mg/l)

Explante 0] 1 5 10 20

L E L E L E L E | L
aApice
caulinar - - - + - l++ + |++ -
base
foliar - - | + [+++]| + [++ + |4+ -~
bainha '
foliar - - - + - + - + -
limbo .
folinar. - - - - - - - - -
apice ++ |
radicular| - - + ot [ e+ + +
regido : ++
mediana - - |+++|++ + + + + -
da raiz

¥ L= Luz
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4.3. Cultura de suspensBes celulares.

Os calos provenientes do cultivo em meio
84lido quando transferidos para meio ligquido no inicio n@o
apreéentaram sinal de crescimento aparente, possivelmente
devido a fase de adaptagio ao meio e as novas condig@ies de
cultivo, sendo que alguns calos apresentaram oxidags3o. Apds
aproximadamente 4 semanas observou-se indug¢io de crescimento
das culturas com presenga de aglomerados de aspecto branco

opaco. Nas transferéncias subsequentes a cultura apresentou

crescimento normal.

4.3.1 Curva de crescimento.

A andlise da curva de crescimento (Fig. 26)
mostrou que a fase "lag” foi .de aproximadamente 4 dias
seguindo-se uma fase exponencial de crescimento de 10 dias e
em seguida uma fase linear que também durou aproximadamente
10 dias terminando assim a curva de crescimento.

Observou-se que o perfil da curva de
crescimento obtido para zZedoaria foi semelhante as curvas de

crescimento encontradas na literatura para outras culturas.
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Figura 26. Curva de crescimento de cé¢lulas de zedoaria em

suspensdo - massa de matéria fresca (g) em fungdo

de tempo de cultivo (dias).
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4.3.2 Aplicabilidade do teste de tetrazdélio na
avaliagio de crescimento de células em
suspensi3o.

O estabelecimento e cultivo de c¢lulas em
suspens®o necessitam de emprego de técnicas ~adequadas que
permitam o monitoramento da viabilidade ou seja do estado
metabélico celular. Existem vaArias técnicas aplicaveis
utilizando-se corantes vitais. Esses podem ser dq tipo que
nado penetram nas células vivas (intactas), devido a
permeabilidade seletiva celular, como o Azul de Evans.
Existem os que s3o metabolizados pelas células vivas com
rformaqﬁo de produtos fluorescentes como ¢ o caso do
diacetato de fluoresceina (atividade da enzima esterase) ou
coloridos como os sais de tetrazolium (eficiéncia
respiratéria) (DIXON, 19858).

Neste experimento verificou-se que a técnica
utilizando cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazélio mostrou ser
eficiente para o monitoramento de crescimento de c€¢lulas de
zedoéria..

A curva mostrando a direta associagdo entre a
absorbancia da cor vermelha do trifenilformazan (produto
formado durante o teste) e a 'concentracﬁo de células de
zedoaria ¢ mostrada na Fiéura 27. Os resultados sugerem a
rossibilidade da aplicabilidade do m&todo para mbnitoramento
do crescimento das c¢lulas em suspens3o celular de zedoaria.

Como uma variag@o da técnica, pode-se,



99

utilizando dilui¢Ses adequadas, antes de se fazer a digestdo
com etanol para solubilizag3io do preciptado vermelho
(trifenilférmazan), fazer a contagem das células co}adas
(cé¢lulas vivas) diretamente em microscépio, obtendo-se assim
a porcentagem de cé¢lulas vivas da cultura durante o

crescimento.

A =485 nm

A

ABSORBANCI
o
]

' l 1 “
O.SIOISZO 30 40 50 60 70 €0 90 100 1O 120
MASSA CELULAR (mg)

Figura 27. Curva da leitura de absorbadncia do teste de
tetrazélio (leitura a 485 nm) em fungdo da

. concentra¢do celular (mg).
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4.4. Organogénese indireta.

A propagagd@o da zedoaria ¢ atualmente feita
vegetativamente, ou seja, pela partigdo dos rizomas e
posterior plantio. A utilizag3o deste m€etodo causa baixa
viabilidade gen¢tica na populagZo de plantas propagadas. A
multiplicag3o de plantas via organogénesge . indireta
proporciona a possibilidade de se criar variabilidade
genética (varia¢3o somaclonal) pelo aumento da‘ frequéncia
natural de mutagdo ou de se induzir variabilidade através do
tratamento dos calos com agentes mutagénicos.

Neste trabalho, a transferéncia das células
que foram crescidas em suspens3o para meio de cultura sélido
contendo 2 mg/l de BAP foi observado induzir organogénese
(regeneragdo. de plantulas a partir de c€¢lulas que é
ilustrado nas Figuras 28 a 32.

Embora tenhamos denominadq de organogénese a
regeneragdo acima n3o fica descartada a possibilidade de
estar ocorrendo embriogénese. Tal definig3o sé serd possivel

apés estﬁdos histolégicos do material.
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Figura 28. Fase inicial da organogénese com formag33o de

regides clorofiladas e de primérdios foliares.

Figura 29. Detalhe da organogénese indireta apresentando
regides de calos com aspecto friavel, regides
clorofiladas (em inicio de diferenciagdo celular

e primérdios foliares).
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Figura 30. Desenvolvimento de parte aérea com definig3o de

folhas.

Figura 31. Formag3o de parte a¢rea com presenga de folhas

expandidas.
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Figura 32. Plantulas completas (parte a¢rea com folhas
expandidas e sistema radicular) individualizadas,

com crescimento normal.

3.7. AnAlise quimica.

Os cromatogramas mostrando os .compostos
quimicos presentes em diferentes tecidos de zedoaAria s3o
apresentados nas Figs. 33 a 40.

A anélisé por cromatografia planar dos
extratos diclorometé&nicos revelou que os rizomaé da planta
original e da planta micropropagada apresentam o mesmo

perfil qualitativo. Observou-se que os extratos das folhas e
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das raizes da planta micropropagada apresentaram um perfil
andlogo entre 8i, mas diferente do observado para os
rizomas. Os extratos das células e do meio nio apresentaram
nenhum componente detectavel por cromatografia planar.

Similarmente ao perfil cromatografico entre
os extratos dos rizomas originais e micrépropagado foi
observado;através da cromatografia liquida (Figs.33 & 35) e
da cromaﬁégrafia gasosa (Figs. 36 a 40), porém foram
Gbservados diferengas quantitativas entpe varios
componentes.

A canfora foi a ﬁnica substéancia identificada
no extrato dos rizomas (Figs. 37 e 38) e folhas (Fig.40)
através da cromatografia gasosa (tempo de reteng3do 4,9 min).

O cromatograma & gas obtido para o extrato do
calos (Fig.39) n%Zo apresentou canfora, mas sim uma série de
outras substancias que n3o foram detectadas nos extratos dos
rizomas ou das folhas.

0 espectro de RMN-H do extrato
diclorometénico dos riéomas indica a preseng¢a de substancias

terpenoidicas, possivelmente sesquiterpenos.
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5. CONCLUSBES.

Os resultados obtidos na manipulago "in
vitro"” de c&¢lulas e tecidos de zedoadria (Curcuna zedoaria

Roscoe), nas condig¢8®es deste trabalho, permitiram as

seguintes conclusBes:

. A micropropagagfio de Curcuma zedoaria foi
controlada utilizando-se meio de cultura MS suplementado com

2 mg/l de BAP e 4pices de gema como explante.

. Plantas de Curcumae =zedoaria obtidas "in
vitro" transferidas para vermiculita e irrigadas com solug¢3o
de Hoaéland apresentaram aclimatag3o satisfatéria
utilizando-se cobertura de plastico. durante 10 _dias. 0
tamanho da plantinha afetou significativamente a capacidade

de aclimatag®o das plantas.
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. 0] tratamento das plantinhas com
endomicorriza na transférencia para vermiculita mostrou
efeito positivo tanto para aclimatag@o como no posterior

desenvolvimento das plantas aclimatadas.

. Meio MStéuplementado com i mg/l de NAA
inoculado com segmentos de raizes e cultivados no escuro foi
o tratamento com fitoreguladores que apresentou a melhor

indug¢3o de calos.

. Células de calos obtidas em meio MS
contendo 1 mg/l de NAA foram satisfatoriamente estabilizadas
em meio liquido de mesma composicdo e apresentaram curvas de
crescimento com perfil tipico de células em

suspensao.

. Organogénese com regenera¢io de plantas foi
conseguida transferindo-se calos obtidos em meio MS contendo

1 mg/l de NAA para meio MS contendo 2 mg/l de BAP.

. A andlise quimica - do material. vegetal
mostrou que a planta micropropagada produz os ’mesmos
metabslitos secundarios que a planta original, e os calos
produzem substincias dife}entes daquelas produzidas pela

planta original.
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