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RESUMO

Cedrela fissilis Velloso (Meliaceae) € uma espécie arborea, nativa da
Floresta Atlantica de grande interesse econdmico devido a sua madeira
de qualidade e ao crescimento rapido. E utilizada em arborizagio de
espacgos urbanos, além de produzir metabdlitos secundarios de interesse
econdmico, principalmente terpenos. Este trabalho teve como objetivos
estudar, em calos cultivados in vitro, os efeitos de fontes de carbono,
glutamina, tipos de explantes, reguladores de crescimento (BAP) e
ANA), presenca e auséncia de luz sobre os contelidos de proteinas
totais, acUcares sollveis totais, amido, fendlicos totais, flavonoides,
carotenoides (contetidos e tipos), clorofilas a e b, perfis metabolicos,
atividade antioxidante, morfologia e histoquimica. Calos de Cedrela
fissilisforam induzidos em todos os tipos de explantes testados (né
foliar, nd cotiledonar, segmentos de epicotilo, folha, cotilédone,
hipocotilo, raiz) (exceto em explantes de folhas cultivados com 118 mM
de sacarose, 2,73 mM de glutamina e na luz), cultivados em diferentes
fontes de carbono (sacarose, frutose, glucose), em todas as combinagdes
de concentracbes de BAP e ANA (2,5 uM e 5 uM), em diferentes
concentragfes de glutamina (0; 2,73 e 5,46 uUM), na presenca ou na
auséncia da luz. Através da manipulacéo das concentragdes de sacarose
(59 mM e 118 mM) e de glutamina (0; 2,73 e 5,46 mM) em meio de
cultura Murashige & Skoog, suplementado com 0,2% de Phytagel, 2,5
UM de BAP e 5 uM de ANA foi possivel determinar as melhores
condi¢es de cultivo de calos de nds cotiledonares, para estimular a
producdo de proteinas totais (59 mM de sacarose e 5,46 mM de
glutamina), aclcares solUveis totais e amido (118 mM sacarose e 5,46
mM glutamina), fendlicos totais (118 mM sacarose e 2,73 mM de
glutamina), flavonoides (118 mM sacarose e 2,73 mM glutamina),
carotenoides (118 mM sacarose e 5,46 mM de glutamina), clorofilas a
(59 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina) e b (59 mM de sacarose e
5,46 mM de glutamina, 118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina) e
a maior porcentagem de inibigdo do radical livre DPPHe (118 mM de
sacarose € 2,73 mM de glutamina). Através da manipulacdo das fontes
de carbono (sacarose, glucose e frutose a 118 mM) e de combinacdes de
concentracGes de BAP e ANA (2,5 UM e 5 uM), em meio de cultura
MS, suplementado com 0,2% de Phytagel e 2,73 mM de glutamina foi
possivel determinar as melhores condicfes de cultivo de calos de nos
cotiledonares para estimular a biossintese de proteinas totais (sacarose, 5
UM de BAP e 5 uM de ANA,; frutose 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA),
acUcares sollveis totais (sacarose, 2,5 UM de BAP e 2,5 uM de ANA),



amido (sacarose, 2,5 UM de BAP e 2,5 uM de ANA), fendlicos totais
(sacarose, 2,5 UM de BAP e 2,5 uM de ANA) , flavonoides (glucose 2,5
UM de BAP e 2,5 UM de ANA), carotenoides (sacarose, 5 UM de BAP e
2,5 UM de ANA), clorofilas a (glucose 5 uM de BAP e 2,5 uM de
ANA) e b (sacarose 2,5 UM de BAP e 2,5 uM de ANA; glucose 5 uM
de BAP e 2,5 uM de ANA) e a maior porcentagem de inibicdo do
radical livre DPPH (glucose 5 uM de BAP e 5 uM de ANA).Através da
manipulacdo dos tipos de explantes, fontes de carbono (sacarose,
glucose e frutose a 118 mM), glutamina (0 e 2,73 mM), em meio de
cultura MS, suplementado com 0,2% de Phytagel e 2,5 uM de BAP e 5
UM de ANA, presenca e auséncia de luz foi possivel estabelecer as
condicBes para estimular a biossintese de proteinas totais (sacarose,
cotilédone, sem glutamina, luz), acucares sollveis totais (sacarose,
cotilédone, nd foliar, sem glutamina, luz), amido (sacarose, n6 foliar,
sem glutamina, luz), fendlicos totais (sacarose, cotilédone, com
glutamina, luz), flavonoides totais (sacarose, cotilédone, com glutamina,
luz; frutose, folha, sem glutamina, luz), carotenoides (frutose ou
glucose, folha, com glutamina, luz), clorofila a (sacarose, cotilédone,
com glutamina, luz; frutose, folha, cotilédone, sem glutamina, luz e
glucose, folha, com glutamina luz); clorofila b (sacarose, cotilédone,
com glutamina, luz; frutose, folha, sem glutamina luz; glucose, folha,
com glutamina luz); porcentagens de inibicdo do radical livre DPPHe
acima de 70% (sacarose, todos os explantes, com ou sem glutamina, luz
ou escuro, exceto para explantes de n6 cotiledonar (glutamina, luz),
hipocétilo (glutamina, luz ou sem glutamina, escuro). As fontes de
carbono, glutamina e concentragdes de BAP e ANA influenciaram os
perfis metabolicos dos calos determinados através de varredura em UV-
vis. As fontes de carbono, tipos de explantes e glutamina influenciaram
os tipos de carotenoides produzidos pelos calos, assim como as
concentrac@es, sendo que a frutose estimulou o aparecimento de tipos de
carotenoides como beta-criptoxantina e trans-beta-criptoxantina, que
ndo foram produzidas com sacarose, Ou (ue apareceram em poucos
tratamentos com glucose, conforme evidenciado através da analise de
carotenoides por CLAE. Os testes de coloracdo de AT-O, PAS e CBB
indicaram respectivamente a reacdo metacromatica na parede celular das
células do calo, a presenca de granulos ortocromaticos, possivelmente
indicando a presenca de compostos fendlicos e reacdo positiva aos
polissacarideos neutros, evidenciando a presenca de celulose. No
citoplasma foram detectados poucos grdos de amido e a presenca de
organelas ricas em material protéico. Os resultados obtidos neste
trabalho permitiram otimizar, para cada fonte de carbono, as condi¢des



de cultura dos calos necessarias para estimular a producdo de varios
metabdlitos. Os sistemas de culturas de células desenvolvidos
viabilizardo os futuros estudos sobre a biossintese, identificacdo e
otimizag&o da produgdo de compostos de interesse.

Palavras-chave: calos; fontes de carbono; reguladores de crescimento;
tipos de explante; glutamina; presenca e auséncia de luz.



ABSTRACT

Cedrela fissilis Velloso (Meliaceae) is a fast growing native tree from the
Atlantic Forest economically important for its medicinal properties and for
producing valuable hardwood. The objectives of this work were to study the
effects of carbon sources (sucrose, glucose, fructose), glutamine, explant
types (leaf node, leaf, epicotyl, cotyledonary node, cotyledon, hypocotyl,
root), growth regulators (BAP and NAA), light and dark on the levels of
total proteins, total soluble sugars, starch, total phenolics, flavonoids,
carotenoids (content and types), chlorophylls a and b, metabolic profiles,
antioxidant activity of in vitro cultured calluses, and to evaluate the
morphology and hystochemistry of callus originated from the different
explants type cultured on glucose. Calluses were induced on Murashige and
Skoog culture medium supplemented with 0,2% Phytagel from all types of
explant tested (except from leaf explant cultured on 118 mM sucrose, 2,73
mM glutamine in the light), cultured on different carbon sources (sucrose,
fructose, glucose), in all combinations of BAP and NAA concentration (2,5
UM e 5 uM), in different glutamine concentration (0; 2,73 e 5,46 uM),
either in light or in the dark. The manipulation of sucrose (59 mM e 118
mM) and glutamine concentration (0; 2,73 e 5,46 mM) in Murashige &
Skoog, supplemented with 0,2% de Phytagel, 2,5 uM BAP and 5 uM NAA
allowed the establishment of optimal callus culture condition for
cotyledonary node which promoted the production of the highest levels of
total proteins (59 mM sucrose and 5,46 mM glutamine), total soluble sugars
(118 mM sucrose and 5,46 mM glutamine), starch (118 mM sucrose and
5,46 mM glutamine), total phenolics (118 mM sucrose and 2,73 mM de
glutamine), flavonoids (118 mM sucrose and 2,73 mM glutamine),
carotenoids (118 mM sucrose and 5,46 mM glutamine), chlorophylls a (59
mM sucrose and 5,46 mM de glutamine) e b (59 mM de sucrose and 5,46
mM glutamine, 118 mM sucrose and 2,73 mM glutamine) and highest
percentage of DPPH free radical inhibition (118 mM sucrose and 2,73 mM
de glutamine).The manipulation of carbon sources (118 mM sucrose,
fructose, glucose) in combination with BAP and NAA (2,5 pM e 5 uM), in
MS culture medium supplemented with 0,2% de Phytagel and 2,73 mM
glutamine optimized the biosynthesis of total proteins (sucrose, 5 pM BAP
and 5 uM NAA; fructose 2,5 uM de BAP and 5 uM NAA), total soluble
sugars (sucrose, 2,5 UM BAP and 2,5 uM NAA), starch (sucrose, 2,5 uM
BAP and 2,5 uM NAA), total phenolics (sucrose, 2,5 uM BAP and 2,5 uM
NAA) , flavonoids (glucose 2,5 uM BAP and 2,5 uM NAA), carotenoids
(sucrose, 5 uM BAP and 2,5 uM NAA), chlorophylls a (glucose 5 uM BAP
and 2,5 uM NAA) and b (sucrose, 2,5 uM BAP and 2,5 uM NAA,; glucose
5 uM BAP and 2,5 uM NAA) and the highest percentage of DPPH free



radical inhibition (glucose 5 uM BAP and 5 pM NAA) in callus originated
from cotyledonary nodes.The manipulation of explant types (leaf node,
cotyledonar node, segments of epicotyl, leaf, cotyledon, hypocotyl, root),
carbon source (118 mM sucrose, fructose, glucose), glutamine (0; 2,73
mM), light and dark promoted the biosynthesis of total proteins (sucrose,
cotyledon, without glutamine, light), total soluble sugars (sucrose,
cotyledon, leaf node, without glutamine, light), starch (sucrose, leaf node,
without glutamine, light), total phenolics (sucrose, cotyledon, glutamine,
light), flavonoids (sucrose, cotyledon, glutamine, light; fructose, leaf,
without glutamine, light), carotenoids (fructose or glucose, leaf, glutamine,
light), chlorophyll a (sucrose, cotyledon, glutamine, light; fructose, leaf,
cotyledon, without glutamine, light; glucose, leaf, glutamine light);
chlorophyll b (sucrose, cotyledon, glutamine, light; fructose, leaf, without
glutamine, light; glucose, leaf, glutamine light); the percentage of DPPH
free radical inhibition higher than 70% (sucrose, all explants types cultured
either with or without glutamine, in light or dark, except for cotyledonary
node (with glutamine, light), hypocotyls (with glutamine, light or without
glutamine, dark).The carbon sources, glutamine, BAP and NAA influenced
the calluses metabolic profiles determined through the UV-vis sacanning.
The carbon sources, explants types and glutamine affected the types and
concentrations of carotenoids produced by calluses, fructose promoted the
biosynthesis of carotenoids types as beta-cryptoxantin and trans-beta-
cryptoxantin which were not produced with sucrose or were detected in a
few treatments with glucose, as demonstrated by the HPLC analysis. The
AT-0, PAS e CBB tests indicated, respectivelly, the metacromatic reaction
in the callus cell wall, the presence of ortocromatic granules, possibly
phenolics and positive reactions for neutral polyssacarides, as cellulose.
Few starch grains and rich protein organels were detected in the cytoplasm.
The results obtained in this study showed that optimal callus culture
conditions were established, through the manipulation of carbon sources,
explant type, glutamine, light and dark, which increased the production of a
range of metabolites of interest and could foster further investigation on
biosynthesis, identification and optimization of the production of important
compounds by the cell culture systems developed.

Keywords: Callus; carbon sources; growth regulators; explant types;
glutamine; presence and absence of light.
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Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de
glucose, 2,73 mM de glutamina, 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.
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— Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo
acoplada a Espectrometria de Massa

- Cromatografia liquida de Alta eficiéncia

— cinetina (6-furfurilaminopurina)
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—Acido cloridrico
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— Meio de cultura Murashige & Skoog
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— Potencial hidrogenidnico
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— meio de cultura Schenk & Hildebrant
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— Espectrofotometria de absor¢do molecular no
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— meio de cultura White

— Woody Plant Medium

— Micrograma por grama de massa seca
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1. INTRODUCAO

Cedrela fissilis(Meliaceae) é uma espécie arbdrea, nativa da Mata
Atléntica, que ocorre no Brasil desde Minas Gerais até o Rio Grande do
Sul, sendo também encontrada no Norte da Argentina, ao Panama e
Costa Rica, onde vém sendo dizimada pela exploracdo extrativista e pela
demanda de mercado por madeiras nobres. Destaca-se, também, pelo
seu valor medicinal, ecoldgico e por possuir potencialidades de
exploragdo biotecnoldgica (TISSERAT et al., 1979; CARVALHO,
1994; MUELLNER et al., 2003; SOUZA & LORENZI, 2005). E
utilizada na medicina popular e apresenta atividade antiviral, anti-
helmintica, antirreumatica, anti-inflamatéria e anticancerigena
(LORENZI, 1998; MARZALINA & KRISHNAPILLAY, 1999).

A familia Meliaceae é caracterizada pela grande producdo de
limondides. Estudos realizados com raizes de C. fissilisidentificaram um
limondide, 3-p-acetoxicarapina, que € provavelmente, o maior
representante da classe dos terpenos, juntamente com os triterpenos:
acido oleandlico e é&cido oleandnico, que apresentaram atividade
inseticida contra as formigas cortadeiras Atta sexdens rubropilosa
(LEITE et al., 2005). Segundo Lago et al., (2004), dos extratos de folhas
de C. fissilisforam extraidos 6leos volateis por cromatografia gasosa
(CG-EM), que continham em sua composicdo o B-longipineno e
biciclogermacreno, que foram capazes de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Outro estudo evidenciou que
0 extrato de folhas e raizes desta espécie apresentou atividade
antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium kansasii (RAMOS et al., 2008).

Nas Ultimas décadas, a cultura de tecidos e células vegetais in
vitro, em grande escala, vém sendo empregada para a producdo de
metabdlitos secundarios de interesse e estudos realizados com diferentes
espécies, tém demonstrado que varios fatores influenciam a producéo de
metabdlitos secundarios por culturas in vitro, como os fatores biol6gicos
(tipos e condicdo fisiologica dos explantes, caracteristicas genéticas),
fatores quimicos (composicdo salina do meio de cultura, fontes de
carbono, fontes de nitrogénio, pH, composi¢do, reguladores de
crescimento) e fatores fisicos (temperatura, luminosidade, fotoperiodo)
(ANDRADE, 1998). Assim sendo, viabilizar a producdo de compostos
de importancia medicinal das espécies arbéreas brasileiras, como C.
fissilis, por culturas in vitro de células, € uma abordagem que



minimizard a exploragdo extrativista in situ, contribuira para a
conservagao.

Em geral, poucos estudos tém sido realizados em relacdo a
cultura in vitro visando a produgdo de metabdlitos secundarios e a
conservacdo das espécies de &rvores nativas brasileiras (VIANA et al.,
1999; NUNES et al., 2003). Sistemas de cultura in vitro de Cedrela
fissilis foram desenvolvidos visando a micropropagacdo (NUNES et al.,
2007), conservacao in vitro (NUNES et al., 2002) e a otimizacao da
producdo de calos (NUNES et al., 2001; LAUDANO, 2005; PILATTI,
2011).

Entre os estudos realizados, visando o potencial da producéo de
metabolitos secundarios em Meliaceas, destaca-se o trabalho de
Wewetzer (1998), que identificou o teor de azadiractina, um limondide
com capacidade inseticida, através da cultura de calos derivados de
linhagens celulares de Azadirachta indica. Laudano (2005) analisou o0s
compostos volateis de calos de C. fissiliscultivados in vitro, em
diferentes condi¢es de cultura e observou diferencas na composigédo
fitoquimica destas culturas. Observou ainda, que os compostos obtidos a
partir destas culturas eram diferentes dos produzidos pelas plantas. Em
um estudo posterior, realizado por Pilatti (2011), a espectroscopia por
FTIR permitiu comparar, de forma preliminar, o perfil metabdlico
primario e secundario de calos de C. fissiliscrescidos em diferentes
condicdes de cultivo, evidenciando diferencas quali-quantitativas a nivel
molecular, determinadas pela variacdo nas fontes de carbono e presenca
de glutamina.

Portanto, os sistemas de culturas de calos desenvolvidos para C.
fissilis ttm demonstrado grande potencial a ser explorado e justificam a
necessidade da realizacdo de estudos complementares, que permitam a
compreensdo de como variam os metabolismos primarios e secundarios
de células cultivadas in vitro sob diferentes condicdes de cultivo. Esses
estudos sdo fundamentais para viabilizar a utilizagdo dos sistemas de
cultura in vitro como ferramentas para a realizacdo de estudos sobre a
regulacdo da biossintese, 0 isolamento e a otimizacdo da producdo de
eventuais compostos biologicamente ativos, sintetizados in vitro.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo descrever os efeitos de
diferentes condicBes de cultivo in vitro sobre os perfis metabdlicos,
contetdos de metabolitos primarios, secundarios, atividade antioxidante
e morfologia de calos de Cedrela fissilis , com o intuito de avaliar o
potencial de aplicacéo de estratégias biotecnoldgicas para a producgéo de
compostos de interesse, através de culturas de células.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar, em calos de Cedrela fissilis , os efeitos de fontes de
carbono (sacarose, glucose, frutose), glutamina, tipos de explantes,
reguladores de crescimento (BAP e ANA) e presenca e auséncia de luz
sobre:

e 0s conteldos de proteinas totais, aglcares sollveis totais e
amido;

e 0s conteldos de compostos fendlicos totais, flavonoides,
carotenoides e clorofilas a e b;

e 0s perfis metabolicos dos calos, através de espectrofotometria
de varredura em UV-vis;

e 0S niveis de atividade antioxidante, através de inibicdo do
radical livre DPPHe;

2.2.2  Verificar, em calos de Cedrela fissilis , os efeitos de fontes de
carbono, tipos de explantes, presenca e auséncia de glutamina
sobre os tipos e contelidos de carotenoides, através de analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2.2.3 Detectar os efeitos de glucose e tipos de explante sobre a
morfologia e histoquimica de calos de Cedrela fissilis



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A FAMILIA MELIACEAE, COM ENFASE EM Cedrela fissilis
VELL.

Os mais altos niveis de diversidade de plantas no mundo se
encontram nos biomas brasileiros, dentre eles se destacam a Amazonia,
Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampa. O uso continuo
de praticas de uso nao-sustentavel, desmatamento e uso da terra, acabam
por fragmentar a vegetacdo nativa, promovendo principalmente a
extincdo de espécies arboreas, além de causar perdas significativas na
natureza (PILATTI et al., 2010).

Os biomas que apresentam maior grau de conservagao, com 82
— 83% de suas éareas sdo a Amazbnia e o Pantanal, seguidos pelo
Cerrado, Caatinga, e Pampas com 41 — 45% de remanescentes
conservados. Ja o bioma da Mata Atlantica apresenta 7,26% de sua area
original (VIANA et al., 1999), mas, por possuir a maior biodiversidade
no Planeta, a Mata Atlantica apresenta a maior variedade de madeira,
com &rvores medindo até 50 m de altura, sendo 50% endémicas, ou seja,
ndo encontrada em nenhum outro local (SATO, 1995).

A familia Meliaceae esta localizada nos trépicos e subtrépicos,
ocorrendo em uma variedade de habitats de florestas tropicais,
manguezais e em semi-desertos. E caracterizada por fornecer as mais
valiosas madeiras como 0 mogno (Swietenia) e o cedro (Cedrela), sendo
constituintes da Ordem Sapindales, que compreende 5 géneros e 120
espécies, distribuidos na regido Neotropical (MUELLNER et al., 2003;
MAIA, et al., 2000; LORENZI, 1992). A familia Meliaceae, abrange 16
espécies, agrupadas em 4 géneros e sdo nativas da regido Sul do Brasil
(LORENZI, 1992). De acordo com Klein (1984), as melidceas sao
encontradas em florestas Estacionais Deciduas e Semideciduais,
ocorrendo também na floresta Ombréfila Densa da encosta Atlantica,
mesmo em elevadas altitudes. Dentre os géneros da familia Meliaceae,
destacam-se o género Cedrela, popular cedro, que se caracteriza por
apresentar madeira avermelhada, como Carapa, Trichila e a Guarea
(JOLY, 1985). No Brasil, ocorrem 8 espécies deste género, sendo C.
odorata, C. angustifolia e C. fissilisas mais conhecidas(RIZZINI, 1971).
Todas recebem as denominagdes vernaculares de cedro-vermelho,
cedro-rosa, cedro-branco, cedro-amarelo, cedro-batata, cedro-cetim e



cedro da varzea e suas diferenciacdes sao estabelecidas pela morfologia,
pois cada espécie tem sua adaptacdo caracteristica (LORENZI, 1998).

Produtora de madeira de alta qualidade,C. fissilis ocorre no
Brasil desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais. Sua floracéo ocorre
de setembro a dezembro e seus frutos amadurecem, ap6s a queda de
suas folhas, entre julho e agosto (REITZ et al., 1983; CARVALHO,
1994). Esta espécie desenvolve-se no interior de floresta primaria, é
peculiar as matas mais secas, aparecendo em descampados e até no
cerrado. Conhecido por cedro dos pinheirais no Brasil meridional
prefere capoeirfes e regenera-se em clareiras ou bordas de mata. Com
crescimento répido, C. fissilis € heliofita ou de luz difusa e se
desenvolve em solos imidos e profundos com frequéncia de uma a trés
arvores por hectare (REITZ et al, 1979; LORENZI, 1992;
CARVALHO, 1994).

Os frutos apresentam muitas sementes com alta viabilidade, que
se prolonga por periodos superiores a 4 meses (LORENZI, 1992). Pode
produzir 1.500 frutos, com mais de 60.000 sementes férteis (RIZZINI,
1981). A dispersdo das sementes ocorre pela queda, quando os frutos
caem e se fixam no solo, ou pela agéo dispersante do vento, possuindo
germinacdo abundante a partir de 12 a 18 dias (LORENZI, 1992;
CARVALHO, 1994). Suas folhas sdo de 10 — 15 pares de foliolos
agudamente acuminados, firmes, sem domacias e pubescentes
(RIZZINI, 1978). Suas arvores sao caducifélias com 10 — 25 m de altura
e 40 a 80 cm de DAP (Diametro a Altura do Peito), chegando a 40 m de
altura e 200 cm de DAP, quando adulta. Seu tronco € reto ou pouco
tortuoso, cilindrico e apresenta tolerdncia ao frio, e aos ataques do
agente causador da morte de muitas destas espécies de cedro, conhecido
como broca-do-cedro (Hypsipyla grandella), que faz com que seus
troncos fiqguem tortuosos, além de atacar as gemas apicais,
desenvolvendo um arbustiforme. Por isso, € um desafio, manter a
cultura de cedros, principalmente em regeneracdo natural (LORENZI,
1992; CARVALHO, 1994). Porém, se a tecnologia de controle da praga
for aprimorada, pela manipulagdo adequada da frequéncia relativa dessa
espécie, em povoamentos mistos e também pela ampliacdo dos estudos
sobre 0 melhoramento genético, o cedro poderad se manter no elenco de
espécies florestais cultivaveis de nosso pais (LORENZI, 1998; INOUE
etal., 1984).

O cedro é também uma espécie pioneira, de crescimento rapido,
de importancia ecoldgica, demonstrando experimentalmente a
capacidade elastica de adaptacéo fisiol6gica as condi¢des luminosas do
ambiente, e grande potencial de regeneracdo natural, podendo ser



utilizada, através do uso racional, para a produgdo sustentavel da
madeira (INOUE et al., 1984).

Figura 1: Aspecto de uma ramificacdo de Cedrela fissilis :Em destaque, o fruto
imaturo da espécie (Fonte: URBANETZ et al., 2010).

3.2 Cedrela fissilis : IMPORTANCIA ECONOMICA, MEDICINAL
E INDUSTRIAL

C. fissilis apresenta madeira mais mole e com textura grossa,
quando comparada ao mogno (Swietenia macrophylla). Dentre as
madeiras leves, o cedro é o que apresenta a maior diversificacdo,
superado somente pela madeira do pinheiro-do-parana (Araucaria
angustifolia). A madeira desta espécie é amplamente utilizada em
compensados, contra placados, esculturas e obras de talhas, modelos e
molduras, esquadrias, moveis em geral, marcenaria, construcdo civil,
naval e aeronautica, confeccdo de lapis, caixas e instrumentos musicais.
Sua ampla utilizacdo se deve pela boa retencdo de pregos e parafusos e
grande absor¢do de pigmentos e polimento (CARVALHO, 1994,
LORENZI, 1998).

A éarvore, por ser muito bonita, é largamente empregada em
trabalhos de paisagismo em parques e jardins. C. fissilis é utilizada na
recuperacdo de A&reas degradadas, bem como na composicdo de



reflorestamentos heterogéneos de preservacdo permanente. E uma
espécie de grande plasticidade silvicultural, embora o seu cultivo em
larga escala seja inibido pelo ataque de Hypsipyla grandella.

A familia Meliaceae tem sido muito estudada e tem grande
importancia na medicina, fitoquimica e no controle de insetos. As
espécies desta familia sdo utilizadas na medicina natural, apresentando
propriedades terapéuticas como: acdo anti-helmintica, antiviral,
antirreumatica, anticancerigena e anti-inflamatéria (NUNES, 2000).
Lago et al. (2004) verificou que o Gleo essencial obtido a partir de
folhas de Cedrela fissilis apresentou atividade antibacteriana capaz de
inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Outro
estudo evidenciou a atividade antimicobacteriana contra Mycobacterium
tuberculosis e Mycobacterium kansasii de extratos de folhas e raizes
deC. fissilis(RAMOS et al., 2008). Segundo Carvalho (1998), na
medicina popular, a casca do cedro é utilizada na forma de cha como
adstringente e no combate da febre. Também, sua decoccdo serve para
lavar feridas e Ulceras. Ambrozin et al., (2006), analisando extratos de
raizes e de folhas deCedrela fissilis , isolaram nove limondides, onde
destes, seis apresentaram acdo inseticida sobre a formiga Atta sexdens
rubropilosa. Goulart et al. (2004) encontraram terpenos como o
nerolidol limoneno, linalol e famesol em extratos de C. fissilis, que
possuem atividade antimaldrica nos estagios intraeritrociticos do
Plasmodium falciparum. Os terpenos abrangem uma variedade de
substancias de origem vegetal, constituindo uma classe de metabdlitos
secundarios, formados pelo metabolismo primario do carbono. A
unidade ativa béasica na formacdo dos terpenos é o isopentenil difosfato
(IPP), formado a partir da acetil CoA, rota do acido meval6nico, ou
através de intermediarios glicoliticos pela rota do metileritritol fosfato
(MEP) ( TAIZ & ZEIGER, 2009).

A familia Meliaceae é caracterizada pela grande producdo de
limondides, que podem ser considerados os maiores representantes da
classe dos terpenos com atividade inseticida. Extratos de C. fissilis
também tém sido estudados quanto a atividade inseticida. Assim, de
raizes de C. fissilis foi isolado o limondide 3-B-acetoxicarapina,
juntamente com os triterpenos acido oleanolico e acido oleandnico, que
apresentaram atividade inseticida contra as formigas cortadeiras Atta
sexdens rubropilosa. Técnicas de cultivo in vitro e a aplicacdo da
biotecnologia podem ser alternativas importantes e viaveis para a sintese
destes compostos (LEITE et al.,, 2005; ROY & SARAF, 2006).
Pesquisas realizadas sobre as analises de extratos de calos de C. fissilis
permitiram a identificacdo de 8 monoterpenos e 3 sesquiterpenos



(Laudano, 2005). O principal constituinte foi o linalol, seguido de
canfora, 1,8-cineol e o 3-careno, sendo que estes compostos, ndo foram
detectados em extratos de folhas e cascas de plantas crescidas ao meio
natural, indicando que foram induzidos pelas técnicas de cultivo in vitro.
Esse autor observou ainda, que alguns compostos volateis podem ou nédo
estarem presentes em calos, dependendo se sdo produzidos na presenca
de luz ou no escuro, como por exemplo, a producdo do sesquiterpeno
germacreno, que ocorreu em calos produzidos na luz, mas que ndo foi
identificado em calos produzidos no escuro (LAUDANO, 2005).

3.3 CULTURAS DE CELULAS E TECIDOS VEGETAIS IN
VITRO E PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

O cultivo de células ¢ uma tecnologia viavel para a producdo de
compostos de interesse econdbmico (PLETSCH, 1998; VERPOORTE &
MARASCHIN, 2001). Kossel (1981) foi o primeiro autor a definir os
metabdlitos secundarios como opostos aos metabélitos primarios. Os
metabdlitos secundarios foram definidos como compostos pouco
abundantes, com freqliéncia inferior a 1% do carbono total, ou por
ocorrer em 6rgdos ou células especificas. Os produtos secundarios tém
papel importante na adaptacdo das plantas ao ambiente; essas moléculas
contribuem para que as mesmas possam ter uma boa interagdo com o0s
diferentes ecossistemas (HARBORNE, 1988). Os produtos secundarios
aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie, pois sdo
responsaveis por diversas atividades bioldgicas relacionadas com a
defesa, por exemplo, podem atuar como antibidticos, antiflngicos e
antivirais para proteger as plantas dos patdgenos, apresentando também,
atividades antigerminativas ou téxicas para outras plantas. Além disso,
alguns destes metabdlitos constituem importantes compostos que
absorvem a luz ultravioleta, evitando que as folhas sejam danificadas
(LIetal., 1993).

Algumas espécies de plantas comuns ndo podem ser cultivadas
em larga escala, devido a sua susceptibilidade a patdgenos (ex.
antracnose para Hypericum ou Arnica montana), o que tem estimulado
os cientistas e biotecnologistas a considerar as culturas de células,
tecidos e 6rgdos como uma maneira alternativa para produzir os
correspondentes metabdlitos secundarios in vitro.

As plantas que produzem compostos bioativos sdo obtidas,
frequentemente, a partir de coleta predatéria e indiscriminada



(VILLAREAL et al., 1997), por este motivo as pesquisas visando a
producdo destes metabolitos secundarios por cultura in vitro de células
sdo vantajosas, tanto do ponto de vista ecolégico como econdmico.
Como um sistema experimental, a cultura de células de plantas fornece
uma série de vantagens sobre os estudos conduzidos com as plantas
integras, incluindo a producdo continua, durante o ano, de material
vegetal necessario para os estudos, células indiferenciadas, estado de
desenvolvimento das células relativamente uniforme, auséncia da
interferéncia de microrganismos e da vulnerabilidade sazonal; e mais
importante, o ciclo vegetativo reduzido (CROTEAU et al., 2000). As
culturas de células de plantas podem sintetizar grandes quantidades de
metabolitos secundarios, dentro de um periodo de cultivo de poucas
semanas, o que é muito favoravel em relagdo & producdo pela plantain
situ, em que o espaco de tempo para o acimulo destes metabélitos pode
variar de uma estacdo para a outra, em plantas anuais ou diversos anos,
no caso da plantas perianuais, como por exemplo, as arvores. Nas
culturas de células de plantas as taxas de biossintese podem ser
aumentadas, através da manipulacdo de fatores bidticos e abioticos,
facilitando grandemente os estudos (CROTEAU et al., 2000; SANTOS
etal., 2007).

As técnicas de cultura de células, tecidos e 6rgdos de plantas,
além de poderem ser aplicadas para viabilizar a producéo de metabdlitos
secundarios, também sdo amplamente utilizadas para a propagacgdo de
espécies florestais. Através desta técnica, pequenos fragmentos de tecido
vivo, chamados de explantes, fragmentos de folha, raiz, caule ou
qualquer tecido que respondam as condi¢des de inducdo do meio de
cultura, sdo isolados da plantula e cultivados assepticamente, por
periodos indefinidos em um meio de cultura apropriado. A proliferacdo
de células vegetais e a organizacdo em tecidos e eventualmente em
plantas completas pode ocorrer devido a totipoténcia. As técnicas de
cultura de células e tecidos invitro podem ser aplicadas a propagacédo
clonal (micropropagacdo e embriogénese somatica), eliminacdo viral,
conservacdo genética, fertilizacdo in vitro, cultura de protoplastos,
transformacédo genética, hibridizacdo somatica, produgdo conservacao de
germoplasma entre outros (TORRES et al., 2000; KERBAUY, 1997).

Para viabilizar sistemas de producdo de metabdlitos secundarios
de interesse econdmico, utilizando-se as técnicas de cultura de células in
vitro, sdo necessarios, primeiramente, o estabelecimento de sistemas de
cultura de calos/células, através da realizacdo de experimentos, que
visam estudar o efeito de diferentes condi¢cGes de cultura sobre o
crescimento dos calos, seguidos das analises fitoquimicas, para



10

selecionar as condi¢cdes mais adequadas de crescimento e de produgédo
dos compostos (ROBINS, 1994). Assim, com o cultivo de células,
associado ao conhecimento de fisiologia, bioquimica e regulagdo
metabolica de células vegetais, foram descobertos, o0 acido rosmarinico
(Coleus blumei), saponina (Panax ginseng), cafeina (Coffea arabica),
diosgenina (Dioscorea deltoidea), capsaicina (Capsicum frutescens),
sanguinarina (Papaver somniferum) e ajmalicina (Catharanteus roseus).

Os calos (figura 2), normalmente utilizados para os estudos dos
metabolitos secundarios e que podem ser utilizados para o0
desenvolvimento de suspensdes celulares sdo agrupamentos de células,
gue podem ser heterogéneos, composto por células indiferenciadas ou
nao, em proliferacdo, de natureza parenquimatosa, capazes de armazenar
nutrientes. Podem ser compactos ou friaveis e apresentar coloragdo
variada, ou mesmo ndo ter pigmentagcdo. A estrutura e o tipo de
crescimento que o calo apresentara dependem de diversos fatores, tais
como a composicdo do meio de cultura, condigdes ambientais
(iluminagéo, temperatura), origem, idade e genétipo do tecido doador do
explante, e até mesmo, o tamanho do inéculo (NARAY ANASWAMY,
1994; CHAWLA, 2004; TERMIGNONI, 2005).

A formacao do caloenvolve trés etapas: indugdo, divisao celular e
diferenciacdo, sendo que, na fase da eventual diferenciacdo podem
surgir  centros com atividade meristematica, denominados
meristemdides, com disposi¢do concéntrica, onde poderdo ser formados
traqueideos, elementos de tubo crivado e primdrdios de raizes ou gemas.
Embora o processo de calogénese seja dividido em trés fases, definidas
pelas caracteristicas predominantes em cada uma delas, a formacéo da
massa celular ocorre pela divisdo celular e diferenciagdo concomitantes,
na segunda e na terceira fase (AITCHINSON, 1977;
NARAYANASWAMY, 1994; TERMIGNONI, 2005). E importante
salientar, que a diferenciacdo, originando a formacdo de primérdios de
meristemas apicais e radiculares ndo é comum a todos os sistemas e
depende da espécie e das condicdes de cultivo.
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Figura 2: Diferentes morfologias de calos de Cedrela fissilisiniciados a partir
de segmentos nodais cotiledonares e segmentos de epic6tilo cultivados durante
8 semanas em meio de cultura MS semi-sélido, suplementados com 2,5 uM de
BAP e 5,0 uM de ANA.

A) Amostra 1: calos de epicétilo crescidos em meio de cultura contendo 118
mM de sacarose;

B) Amostra 2: calos de n6 cotiledonar crescidos em meio de cultura contendo
118 mM de sacarose, 2,73 mM de glutamina;

C) Amostra 3: calos de n6 cotiledonar crescidos em meio de cultura contendo
118 mM de sacarose e na auséncia de luz;

D) Amostra 4: calos de no cotiledonar crescidos em meio de cultura contendo
118 mM de sacarose, 2,73 mM de glutamina e na auséncia de luz.

Segundo Nunes et al. (2003), poucos estudos in vitro foram
realizados para a conservacdo das espécies da Floresta Tropical
Brasileira, como é 0 caso da espécies pertencentes a familia Meliaceae.
Sendo assim, ainda sdo escassos na literatura estudos de cultura e
conservacdo in vitro para estas espécies. Foram estabelecidos alguns
protocolos de micropropagacéo, para Cedrela odorata e Cedrela fissilis
(NUNES et al., 2002; NUNESet al., 2007; SALDANHA, 2010;) e
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sistemas de embriogénese somatica foram desenvolvidos para Swietenia
macrophylla e Cedrela fissilis (MARUYAMA & ISHII, 1999; VILA et
al., 2009).

A otimizagdo da producéo de calos de C. fissilis, em diferentes
condicBes de cultura, foi estabelecida através dos estudos conduzidos
por Nunes et al. (2002), Laudano (2005), Mioto (2007) e Pilatti (2011).
Os estudos sobre o perfil metabdlico de calos de C. fissilis foram
avaliados por Laudano (2005) e Pilatti (2011), que utilizando
espectrofotometria de varredura em UV-vis e espectroscopia de FT-IR
identificou algumas das principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nos calos e comparou a ocorréncia desses compostos, entre 0s
calos cultivados em diferentes condigdes. Os estudos indicaram que o
crescimento dos calos, assim como as classes dos compostos produzidos
estdo relacionados com as diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
reguladores de crescimento, tipos de explantes.

A concentracdo e o tipo de fonte de carbono podem ter efeito
sobre o crescimento e a sintese de compostos pelas culturas in vitro de
células vegetais. A fonte de carbono mais utilizada é a sacarose, embora
outros mono e dissacarideos possam ser empregados (GUERRA et al.,
1999). A influéncia de diversos agUcares, tais como sacarose, frutose ou
glucose na producdo de compostos é varidvel como, por exemplo,
producdo de polissacarideos em calos cultivados com sacarose, foram
maiores quando comparados com outras fontes de carbono (GUNTHER
& OVODOQV, 2002). Os carboidratos sdo importantes fontes de energia
e carbono estrutural para 0 metabolismo vegetal, regulando reacdes
bioquimicas, para a manutencdo do crescimento e desenvolvimento do
vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2009). Ja a fonte de nitrogénio é um
nutriente essencial em qualquer fase do desenvolvimento vegetal, pois
participa da formacdo de compostos basicos do metabolismo vegetal
como 0s aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, entre outros
(TEASDALE, 1987). Laukkanen et al., (1997) estudaram o efeito de
duas diferentes fontes de nitrogénio em culturas de calos de Pinus
sylvestris.Tais autores demonstraram que o crescimento dos calos foi
baixo no meio de cultura que continha o nitrato, mas observaram uma
intensificacdo no metabolismo dos calos, principalmente em relacdo a
sintese de proteinas e compostos fenolicos. Varios exemplos podem ser
atribuidos na literatura sobre o efeito da luz e do escuro em culturas in
vitro. Estudos com culturas de segmentos inter-nodais revelaram que a
luz e o escuro interferem na producdo de antocianinas, onde calos
brancos apresentaram maior crescimento no escuro, enquanto que as
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culturas de calos vermelhos, em luz, apresentaram maior conteldo de
antocianinas (MAKUNGA et al., 1997).

Os estudos sobre o efeito de diferentes condi¢Ges de cultivo sobre
0 crescimento dos calos e a producdo dos metabolitos primarios e
secundarios sdo necessarios para selecionar as condigdes de cultura mais
promissoras para o estabelecimento de culturas de suspensdo celular
visando a otimizacdo da producdo e extragdo de metabdlitos de
interesse.

3.4 METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS

3.4.1 Metabolitos primarios

3.4.1.1 Proteinas solUveis totais

Os metabolitos primarios sdo essenciais para o desenvolvimento
de explantes in vitro, e 0 conhecimento dos niveis destes metabdlitos
durante o desenvolvimento dos calos é importante. Estudos relacionados
com o metabolismo das proteinas sdo necessarios para um melhor
entendimento dos processos metabolicos e o0 conhecimento de mudancas
bioquimicas e fisiolégicas que ocorrem durante o crescimento in vitro
de tecidos vegetais, como os calos produzidos in vitro de Cedrela fissilis
em diferentes condi¢des de cultivo (SANTOS et al., 2010; PASSOS,
1996; MESQUITA et al., 2002).

As proteinas sdo moléculas complexas, constituidas por
seqliéncias de aminoacidos. Cada proteina é formada por uma sequiéncia
Unica de aminoécidos, determinando a sua funcdo dentro da célula. A
sintese de proteinas é a funcdo central de todas as células. As proteinas
representam um fator limitante para a manutencdo dos 6rgdos e para o
crescimento das plantas, pois na sua auséncia eles cessam. A sintese de
proteinas requer demanda por aminoacidos, grande suprimento de
energia e nutrientes (PORTER et al., 1991). Desta forma, torna-se
interessante quantificar os teores de proteinas totais em calos de
C.fissilis, para avaliacgio do metabolismo protéico dos calos em
diferentes condicbes de cultivo e a possivel correlacio com o
crescimento, a producdo de outros metabolitos primarios e com 0s
metabdlitos secundarios. Santos et al., (2010), observaram que 0s niveis
de proteinas em calos de pinhdo-manso foram inferiores até os 63 dias
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de cultivo (0,0119 mg/ g™ MF), diferentemente do observado aos 70 e
98 dias, onde os niveis foram superiores (0,0261 mg/g™" MF). Lima et
al., (2007), entretanto, observaram que espécies lenhosas apresentaram
maiores teores de proteinas no inicio do cultivo do calo. Um aumento no
teor de proteinas apés 70 dias pode ser atribuido a mudancas no
metabolismo celular, gerando a necessidade de proteinas especificas
para garantir que suas funcGes sejam executadas (MULLER, 2008).

3.4.1.2 Carboidratos

Os carboidratos séo constituidos de agucares simples e moléculas
mais complexas, constituidas por subunidades de aglcares mais simples,
cuja principal funcdo é fornecer esqueletos de carbono para gerar
energia quimica aos processos celulares, promovendo a biossintese de
compostos organicos envolvidos no metabolismo celular, além de
desempenhar outras funcdes, como: fontes de reserva, sustentagdo
(celulose e hemi-celulose) e defesa (glicoproteinas e imunoglobulinas)
(BRUM et al., 1994; VIEIRA et al., 1991).

Estudos realizados com calos de pinhdo-manso apresentaram
teores significativos de agUcares solUveis totais a partir dos 77 dias na
cultura, ndo sendo observados no inicio do periodo de cultivo (SANTOS
et al., 2010). Os carboidratos insoliveis, como o amido também
apresentaram baixos teores no inicio do cultivo, sendo observados a
partir de 91 dias. Segundo, Chagas et al., (2003), provavelmente o calo
utilizado era desprovido de reservas carboidratadas (aglcares). Como
explantes cultivados in vitro sdo praticamente heterotroficos, o acimulo
de reservas ndo é a rota marcante em seu metabolismo.

3.4.2 Metabdlitos secundarios

3.4.2.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, derivados do isopreno
sendo caracterizados estruturalmente por uma longa cadeia de dupla-
ligacbes conjugadas, geralmente com 40 A&tomos de carbono
(tetraterpenos), com uma ou duas estruturas ciclicas (anel 3-ionona) que
terminam em ligagcdes conjugadas (CARDOZO et al., 2007). Os
carotenoides podem ser sintetizados por plantas, alguns
microorganismos e algas, sendo que ja foram descritos mais de 750
estruturas quimicas diferentes, isoladas de fontes naturais (BRITTON et



15

al., 2004). Estes compostos tém a funcdo de proteger o aparato
fotossintético de danos oxidativos, que podem ser causados pela
radiagdo ultravioleta. S8o sintetizados pela conversdo de difosfato de
geranilgeranila (GGPP) em fitoeno através da enzima fitoeno-sintase
(PSY). O fitoeno por processos de dessaturacdo é transformado em
licopeno que é o substrato para as reagfes de ciclizagdo. O processo de
ciclizacdo pode ocorrer em uma ou em ambas as extremidades da
molécula. Os carotenoides, apds o processo de ciclizagdo, podem ser
divididos em dois grupos, conforme a figura 02: os carotenos e as
xantofilas, que sdo formadas através da oxigenacdo dos carotenos, pela
adicdo de grupamentos hidroxila, carbonila, éter, acetato e epoxido.

a- caroteno

Luteina

Ha Violaxantina

Figura 3: Ciclizagao do licopeno a a e - caroteno e formagdo das xantofilas a
partir do o e B- caroteno (RAMLOV, 2010, adaptado de ROMER et al. 2002).

3.4.2.2 Clorofila

A clorofila é o pigmento mais importante ligado a eficiéncia
fotossintética das plantas, € responsavel pelo crescimento e pela
adaptacdo das plantas nos diferentes ambientes. A concentracdo de
clorofila é dependente da intensidade luminosa, ou seja, a taxa
fotossintética € dependente do nivel de pigmentos nas folhas (HEATH,
1989).
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A partir de 1970 é que trabalhos com espécies arboreas,
contemplando a presenca de clorofilas é que comegcaram a aparecer no
Brasil, dentre eles, destacam-se estudo da concentragdo de clorofila em
cedro-rosa (Cedrela fissilis ) e cedro (Cedrela odorata), onde foi
observada concentracdes de clorofilas superiores em plantas cultivadas a
sombra quando comparada as plantas de sol (INOUE, 1978). Em
estudos com calos cultivados in vitro foram observadas diferencas na
concentracdo de clorofila em calos de Kalanchoé crenata cultivados
emdiferentes meios de cultura (STOBART et al., 1967). Bernet et al.,
(1999), isolaram cloroplastos oriundos de calos de milho e compararam
o teor de clorofilas a e b com o tempo de sub-cultivo e se as fases
luz/escuro interferiam no aumento e na diminuicdo destas clorofilas,
onde eles perceberam que, o contetdo de clorofila a era muito maior,
quando comparado com o teor de clorofila b. Além disso, eles
observaram que, o contetido de clorofila a diminuia com 3 horas de sub-
cultivo e ap6s isso aumentava, ficando constante até as 16 h na fase de
luz. Na fase de escuro, ap6s as 16 horas, ocorria um declinio de clorofila
a, aumentando novamente apés as 22 h. A clorofila b, apresentava
aumento na fase luz e declinio na fase escuro, sendo que apds algum
tempo nesta fase, o conteldo de clorofila b aumentava novamente.
Segundo os autores, a alta proporcéo de clorofilas a/b parece indicar que
o complexo da antena coletora pode estar mal inserido na membrana dos
tilacoides destes cloroplastos e possivelmente com baixa eficiéncia
fotossintética.

3.4.2.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos constituem um dos maiores grupos de
metabdlitos secundarios das plantas com mais de 8000 estruturas
conhecidas (RICE-EVANS et al., 1997). Sdo moléculas formadas por
um ou mais anéis benzénicos, ligados a grupos hidroxilas, podendo
apresentar como substituintes grupamentos metil, metoxil, amino e
monossacarideos (HARBORNE, 1999). Este grupo de compostos pode
ser dividido em fenois simples e polifendis, dependendo do niimero de
unidades de hidroxilas na molécula (CURVELIER et al., 1992). Os
compostos fendlicos sdo sintetizados pela via do acido chiquimico, em
que se origina o0 aminoacido aromatico fenilalanina, intermediario inicial
na via de sintese de fenilpropanoides. Pela acdo da enzima fenilalanina
amonialiase (PAL) a fenilalanina origina o &cido cindmico, que é
hidroxilado a &cido p-cumarico, sendo este convertido a p-cumaroil-
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CoA, que é o substrato utilizado para a sintese das classes de compostos
fendlicos. O p-cumaroil-CoA ainda pode ser sintetizado a partir da via
do acetil-CoA/malonial-CoA (VERMERRIS & NICHOLSON 2008)
(Figura 03).

Acetil-CoA/Malonil-CoA
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Figura 4: Via de biossintese de compostos fendlicos (RAMLOV, 2010,
adaptado de VERMERRIS & NICHOLSON, 2008).

Os compostos fenodlicos podem ser divididos em seis subclasses
baseado na sua estrutura quimica, como representado na Figura 4:
acidos fendlicos (5A - Cq-C,), flavonoides (5B- Cg-C3-C,), estilbenos
(5C- Cg-Cy-Cg), lignanas (5D- Cg-Cs),, taninos (S5E- Cg-Cs-Co), €
cumarinas (5F- Cs-Cj3). Os flavonoides representam a maior classe de
compostos fenolicos e podem ser divididos em outras subclasses de
acordo com as variag@es que ocorrem no seu anel heterociclico (ROSSI
& KASUM 2002, TAPIERO et al. 2002).
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Figura 5: Exemplos de estruturas quimicas representativas das classes de
compostos fenodlicos (RAMLOV, 2010, adaptado de SHAHIDI & NACZK,
2006).

Devido a capacidade antioxidante os compostos fendlicos estdo
envolvidos na prevencdo de inimeras patologias humanas. Outras
atividades bioldgicas tém sido relatadas, tais como antitumoral, anti-
inflamatoria e antiviral (RAO et. al., 1993; MAGGI-CAPEYRON et al.,
2001). Em estudos in vitro, muitos compostos fenélicos naturais sdo
melhores antioxidantes que as vitaminas E ou C. A sua capacidade de
quelatar metais, especialmente cobre e ferro, faz com que atuem
indiretamente como antioxidantes, ja que inibem a agéo catalisadora dos
metais na formagéo dos radicais livres. A remocdo de radicais livres e 0
potencial antioxidante dos compostos fendlicos dependem do arranjo
dos grupos funcionais da estrutura nuclear do composto (CONNER &
GRISHAM, 1996).

Em extratos de calos de barbatimdo, da familia Fabaceae, foram
observadas presenca de fenois, principalmente em calos cultivados na
auséncia de luz (CASTRO et al., 2009). Cultivo de calos de camomila
(Matricaria recutita L. — Asteraceae) mostraram ser uma boa fonte de
compostos fendlicos, principalmente com a adicdo de reguladores de
crescimento BAP e ANA em maiores concentracdes, sendo indicado
para estudos mais aprofundados com o cultivo destes o6rgaos.
Geralmente, o cultivo de calos tem sido utilizado como modelo para
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estudos de desenvolvimento de plantas e facilitam a analise de
mudancas metabolicas, tais como a atividade das enzimas, acdo de
reguladores e morfogénese (TAVANO et al., 2009; ARNALDOS et al.,
2001). Vérios trabalhos na literatura mostraram a producdo de
metabdlitos secundarios, tais como flavonoides, em plantas cultivadas in
vitro (PASQUAL et al., 2003; DIAS et al., 1998) e indicaram que partes
de plantas cultivadas em meio de cultura podem apresentar teores
maiores que os encontrados em plantas cultivadas no campo, podendo
ser utilizada como modelo para estudos fitoquimicos.

3.5 METODOS ANALITICOS PARA FITOQUIMICA

Para a determinacdo de substancias ativas, a fitoquimica tem
papel fundamental na deteccdo e analise de produtos do metabolismo
vegetal, além disso, na cultura de tecidos in vitro tem se mostrado como
uma ferramenta muito importante para a pesquisa € de grande interesse
econémico. A fitogquimica estuda cada grupo da planta, desde a estrutura
quimica molecular até as propriedades biol6gicas dos vegetais
(VERPOORTE & MARASCHIN, 2001). Dentre o0s varios
equipamentos utilizados na fitoquimica, a analise dos compostos por
espectrofotometria de UV-vis e Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) fornecem grande nimero de informagdes. Como por exemplo, a
avaliacdo de crescimento das culturas de calos de Cedrela fissilis ,
através das curvas de dissimilagdo, espectrofotometria de UV-vis,
espectroscopia de FTIR, foi possivel compreender melhor como 0s
diferentes agUcares e a glutamina atuam sobre o crescimento de calos de
C. fissilis (PILATTI, 2011).

A espectrofotometria de UV-Vis utiliza radiacdo eletromagnética,
cujos comprimentos variam entre 200 a 780 nm. Quando estimulada
com esse tipo de radiacdo, a molécula do composto pode sofrer
transicdes eletrbnicas por ocasido da absorcdo de energia quantizada. O
espectro eletrdnico de absorcdo é o registro grafico da resposta do
sistema ao estimulo. A absorcao de energia UV-Vis modifica a estrutura
eletrénica da molécula em consequéncia de transicbes eletrdnicas
envolvendo geralmente elétrons e n(ndo ligantes) envolvidos em
ligacdes. Isto requer que a molécula contenha pelos menos um grupo
funcional insaturado (C=C, C=0, por exemplo) para fornecer os orbitais
moleculares te n. Tal centro de absor¢do é chamado de cromoéforo,
sendo responsavel principalmente pelas transicdes @ — n* e n — w*.
Estas resultam da absorcdo de radiacdes eletromagnéticas que se
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enquadram em uma regido espectral experimentalmente conveniente, ao
contrario das transicbes n — c* e 6 — o* A que requerem geralmente
radiacBes mais energéticas (< 200 nm) (PEREIRA, 2009).

Os métodos cromatograficos de alta eficiéncia sdo um grupo de
técnicas de separacdo de misturas, de modo que o mesmo instrumento
faz a separacdo dos analitos contidos na amostra e sua
quantificacdo. Esta técnica apresenta-se como uma alternativa bastante
viavel, eficiente e rapida, em comparacdo a métodos quimicos e
microbiolégicos. Os métodos cromatograficos analiticos sdo
responsaveis por mais da metade da demanda mundial de analises
guimicas. Muitas misturas complexas, especialmente de origem
bioldgica, s6 podem ser quantificadas usando cromatografia liquida ou
gasosa. O processo da quantificacdo funciona, basicamente, pela
adsorcdo do analito de interesse na fase estacionaria. O tempo de
retencdo permite a separagdo das varias substancias que compde a
amostra: analito(s) e interferentes (SIMOES et al., 2009).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas sementes e plantulas axénicas de Cedrela fissilis
como fontes de explantes para a realizagdo dos experimentos. As
sementes foram previamente adquiridas no Instituto Florestal de S&o
Paulo e coletadas na Estacdo Experimental de Araraquara, Sdo Paulo.

4.2. DESINFECCAO DAS SEMENTES

As sementes foram lavadas com &gua da torneira e detergente
neutro, enxaguadas quatro vezes e, em fluxo laminar, foram imersas por
75 minutos em solugdo comercial de hipoclorito de s6dio (Q-Boa) com
2.5% (v/v) de cloro ativo, acrescida de algumas gotas de detergente. Em
seguida, foram enxaguadas por quatro vezes com agua destilada
esterilizada, para a remogdo de residuos de hipoclorito e detergente e
inoculadas em meio de cultura (NUNESet al., 2007).

4.3. PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado para o estabelecimento de plantulas
foi 0 meio de cultura Murashige & Skoog (MS) (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), uma mistura em p6 preparada pela Sigma Chemical
Co., na concentracdo de 4,4 g/L, suplementado com 59 mM de sacarose
e 0,2% (m/V) de Phytagel. O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8, antes da autoclavagem, utilizando-se solucdo de hidréxido de sédio
0,1 M ou de &cido cloridrico 0,1 N. O meio de cultura foi distribuido em
tubos de ensaio de 20 x 150 mm (8 ml de meio por tubo). Todos os
tubos foram fechados com tampas de polipropileno e autoclavados por
18 minutos a 1,1Kgflcm® e 121°C (NUNESet al., 2007). Estes
procedimentos foram utilizados em todos os experimentos descritos a
seguir, com modificacbes na composi¢cdo do meio de cultura quando
necessario.

4.4. ESTABELECIMENTO DE PLANTULAS E CONDIGOES DE
CRESCIMENTO DAS CULTURAS
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As sementes desinfectadas foram inoculadas em meio de cultura
MS, suplementado com sacarose e Phytagel nas concentracGes citadas
no item 4.3. Os tubos de ensaio foram cobertos com filme de
polipropileno (76 mm x 76 mm), presos com el&sticos de borracha. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25 + 2°C, sob fotoperiodo de 16 horas, provido por
lampadas fluorescentes Philips TDL (22.3 pumol.m2s™) e umidade
relativa de 70% (NUNES et al., 2007). Estas condi¢Bes foram utilizadas
em todos 0s experimentos, exceto quando especificado.

4.5 INDUGCAO E MORFOGENESE DE CALOS DE C. fissilis EM
DIFERENTES CONDIGOES DE CULTURA

Segmentos de raiz, hipocétilo, nd cotiledonar, né foliar,
cotilédone, folha e epicdtilo medindo aproximadamente 5 mm de
comprimento foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis com 8
semanas de idade obtidas conforme citado no item 4.4, e inoculados em
meio de cultura preparado conforme descrito no item 4.3, suplementado
com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 0 ou 2,73 UM de
glutamina, presenca ou auséncia de luz em 2,5 uM de BAP, 5 uM de
ANA. Foram inoculados 2 segmentos por tubo de ensaio de raiz,
hipocétilo, né cotiledonar, né foliar, cotilédone e folha e 1 segmento por
tubo de ensaio de epicdtilo, sendo que cada tratamento foi constituido de
25 repetigfes. As culturas foram mantidas nas condi¢Ges descritas no
item 4.4 e no tratamento de escuro os tubos de ensaio contendo os
explantes foram envoltos em papel aluminio. Apés 8 semanas do inicio
dos experimentos, foi avaliada a porcentagem de indugdo de calos (n°
total de calos/n° total de explantes x 100%). Os calos provenientes dos
tratamentos foram cortados e homogeneizados, e posteriormente foram
mantidos a -80°C para analise de compostos do metabolismo primario e
secundario.
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Figura 6: A) Plantula de C. fissilis com 8 semanas de idade. A localizagdo dos
explantes esta indicada pelas letras: a) apice; b) folha; c) cotilédone; d) nd
cotiledonar; €) hipocotilo; f) raiz. B) Detalhe dos explantes: a) folha; b)
cotilédone. C) Detalhe dos explantes: a) segmento foliar; b) segmento
cotiledonar; c) segmento de hipocotilo; d) segmento de raiz; e) segmento apical;
) segmento nodal cotiledonar (PILATTI, 2011).

4.6 ANALISES QQANTITATIVAS DE PROTEINAS TOTAIS,
ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS E AMIDO EM CALOS DE Cedrela
fissilis

4.6.1 Efeito de diferentes concentracfes de sacarose e de glutamina
em relacdo ao conteldo de metabdlitos primarios e secundarios de
calos de Cedrela fissilis

Segmentos nodais cotiledonares medindo aproximadamente 5
mm de comprimento foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis
com 8 semanas de idade [(Figura 6 —(A)-d)], obtidas conforme citado no
item 4.4, e inoculados em meio de cultura preparado conforme descrito
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no item 4.3, suplementado com 59 mM ou 118 mM de sacarose, com
2,5 uM de BAP, 5 uM de ANA. Para testar os efeitos da glutamina
foram observados através da suplementacdo do meio com 0, 2,73 mM
ou 546 de glutamina. As culturas foram mantidas nas condi¢des
descritas no item 4.4. Ap6s 8 semanas do inicio dos experimentos 0s
calos foram coletados para as analises dos metabdlitos primarios e
secundarios e para a analise da porcentagem de calogénese. Foram
utilizadas no minimo 20 repeti¢cbes por tratamento para as analises,
totalizando 6 tratamentos.

4.6.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e das concentragfes de
BAP e ANA em relagdo ao conteddo de metabdlitos primarios e
secundarios de calos de Cedrela fissilis

Segmentos nodais cotiledonares medindo aproximadamente 5
mm de comprimento foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis
com 8 semanas de idade, obtidas conforme citado no item 4.4. Os nds
cotiledonares, contendo duas gemas axilares cada, foram inoculados no
meio de cultura descrito em 4.3, suplementado com 118 mM de
sacarose, frutose ou glucose, 2,73 mM de glutamina e os reguladores de
crescimento BAP nas concentragdes de 2,5 e 5,0 UM em combinacéo
com concentragBes de 2,5 e 50 uM de ANA. As culturas foram
mantidas nas condicGes descritas no item 4.4. Apds 8 semanas do inicio
dos experimentos os calos foram coletados para as analises dos
metabdlitos primarios e secundarios e para a analise da porcentagem de
calogénese. Foram utilizadas no minimo 20 repeti¢fes por tratamento
para as analises, totalizando 12 tratamentos.

4.6.3 Efeito de diferentes explantes, fontes de carbono, presenca e
auséncia de luz e da glutamina sobre o crescimento e acumulo de
metabdlitos primarios e secundarios em calos de Cedrela fissilis

Segmentos de raiz, hipocétilo, nd cotiledonar, n6 foliar,
cotilédone, folha e epicétilo medindo aproximadamente 5 mm de
comprimento foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis com 8
semanas de idade obtidas conforme citado no item 4.4, e inoculados em
meio de cultura preparado conforme descrito no item 4.3, suplementado
com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 0 ou 2,73 pM de
glutamina, presenca ou auséncia de luz em 2,5 uM de BAP, 5 uM de
ANA. Foram inoculados 2 segmentos por tubo de ensaio de raiz,
hipocétilo, né cotiledonar, né foliar, cotilédone e folha e 1 segmento por



25

tubo de ensaio de epicétilo, sendo que cada tratamento foi constituido de
25 repeticBes por tratamento, totalizando 84 tratamentos. As culturas
foram mantidas nas condi¢fes descritas no item 4.4 e no tratamento de
escuro os tubos de ensaio contendo os explantes foram envoltos em
papel aluminio. Apds 8 semanas do inicio dos experimentos, foi
avaliada a porcentagem de inducéo de calos (n° total de calos/n° total de
explantes x 100%). Os calos provenientes dos tratamentos foram
cortados e homogeneizados, e posteriormente foram mantidos a -80°C
para analise de compostos do metabolismo primario e secundario.

4.6.4 Preparo das amostras e relagdo massa fresca/ massa seca

O extrato para a quantificagdo dos compostos foi preparado a
partir de 1 g (massa fresca) para 8 mL de solvente extrator (metabdlitos
primarios) e 10 mL de solvente extrator (metabolitos secundarios). A
concentracdo do extrato corresponde a 100 mg de extrato fresco
(equivale al0 mg de extrato seco). As andlises dos contelidos de
proteinas sollveis totais, aglcares sollveis totais, amido, carotenoides,
compostos fendlicos, flavonoides, clorofila e a atividade antioxidante
pela inibi¢do do radical (DPPH) foram realizadas a partir de n=5.

Para a obtencdo da relagdo massa fresca/massa seca (MF/MS), o
teor de &gua dos calos foi expresso em porcentagem da massa fresca e
em mg de agua por mg de massa seca, determinados através da seguinte
férmula (LAUDANO, 2005):

Teor de dgua (% da massa fresca) = (massa fresca — massa seca)
/massa fresca x 100.

4.6.4.1 Proteinas SolUveis totais:

Os extratos foram preparadas segundo Santos et al., (2010), com
modificacBes. Os calos crescidos conforme descrito nos itens 4.6.1;
4.6.2; 4.6.3 foram maceradas em 8 mL de agua, permanecendo em
repouso por 30 minutos. Em seguida, o macerado foi aquecido em
banho-maria a 40° C por 30 minutos, sendo transferidos para tubos
Falcon, onde foram centrifugadas por 20 minutos, a 4.000 g. Para a
quantificacdo das proteinas solUveis totais, aliquotas de 0,02 mL deste
extrato, foram adicionadas a 0,2 mL do reagente de Bradford (1976).
Apds 20 min, procedeu-se a leitura das amostras a 595 nm em leitor de
microplacas. A quantificacdo das proteinas sollveis totais foi feita a
partir da curva padréo de albumina de soro bovino (BSA) (10 a 250 mg.
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L r2 = 0,99; y =0,0027x). Os resultados foram expressos em mg de
BSA por g de massa seca.

4.6.4.2 Aglcares sollveis totais (AST)

A metodologia descrita por Yemm & Willis (1954) foi utilizada
para determinar o teor de agUcares solUveis totais (AST). Dos extratos
de calos que foram preparados no item 4.6.4.1 (4.6.1; 4.6.2; 4.6.3) foram
retiradasaliquotas de 0,02 mL, sendo adicionados a 0,98 mL de agua
destilada e 2 mL do reagente antrona ( 20 mg de antrona, 0,5 mL de
agua destilada e 10 mL de acido sulfurico concentrado) em tubos de
ensaio, sendo agitados em vértex e aquecidos em banho-maria a 100° C
por 5 minutos. Apos, procedeu-se a leitura das amostras a 620 nm em
leitor de microplacas. A quantificagdo dos AST foi feita a partir da
curva padrdo de glucose (1 a 10 mg. mL™- r2= 0,99; y = 0,340x). Os
resultados foram expressos em mg de glucose por g de massa seca.

4.6.4.3 Amido

A metodologia descrita por Yemm & Willis (1954), foi utilizada
para determinar o teor de amido. Ao residuo da centrifugacdo do extrato
bruto estabelecido conforme o item 4.6.4.1 (4.6.1; 4.6.2; 4.6.3), foram
adicionados 2 mL de acido perclérico 30 % (v/v), que permaneceu em
repouso por 1 hora. Deste extrato, foi coletado 0,02 mL, sendo acrescido
0,98 mL de agua destilada e 2 mL do reagente antrona. Coletou-se 0,02
mL deste residuo, sendo adicionados 0,98 mL de agua destilada e 2 mL
do reagente antrona. Esta solucdo foi agitada em vortex e aquecida em
banho-maria a 100 ° C por 5 minutos. Ap6s, procedeu-se a leitura das
amostras a 620 nm em leitor de microplacas. A quantificacdo do teor de
amido foi feita a partir da curva padréo de glucose (1 a 10 mg. mL™- r2=
0,99; y = 0,340x). Os resultados foram expressos em mg de glucose por
g de massa seca.

4.7 ANALISES QUANTITATIVAS DE FENOLICOS TOTAIS,
FLAVONOIDES TOTAIS, CAROTENOIDES E CLOROFILA EM
CALOS DE Cedrela fissilis

4.7.1 Compostos fendlicos totais

As amostras de calos crescidos conforme itens4.6.1; 4.6.2; 4.6.3,
foram maceradas com 10 mL de metanol 80% (MeOH 80%). Apds a
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maceracdo, as amostras foram mantidas em repouso no escuro por 1
hora. Em seguida, as amostras foram filtradas sob vacuo.

A determinacdo do conteido de compostos fendlicos totais foi
feita de acordo com a metodologia descrita por Rhandir et al. (2002).
Em um tubo de ensaio, foi adicionado 1 mL do extrato metandlico
(metanol 80%) de cada amostra e 5 mL de metanol 95%, seguido de
agitacdo no vortex. Dessa solucdo, foi retirado 1 mL e a este
adicionaram-se 5 mL de agua ultrapura, 1 mL de etanol 95% e 0,5 mL
do reativo de Folin- Ciocalteu, seguido de agitacdo e repouso de 5
minutos. Apos, foi adicionado 1 mL de carbonato de sddio 5% (p/v),
seguido de agitagdo e repouso de 1 hora em camara escura. Em seguida
procedeu-se a leitura das amostras a 725 nm em espectrofotdmetro UV-
Vis. A quantificacio dos compostos fendlicos totais foi feita a partir da
curva padréo de acido galico (50 a 800 pg.mL™ — r*=0,99; y = 1,254Xx).
Os resultados foram expressos em g de &cido galico por g de massa
seca.

4.7.2 Flavonoides

A determinacdo do conteldo de flavonoides totais foi feita de
acordo com Zacarias et al., (2007), com modificagdes. As amostras de
calos estabelecidos nos itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3 foram maceradas em 10
mL de metanol 80% (MeOH 80%) e foram mantidas em repouso (1
hora) em camara escura. Os extratos foram filtrados sob vacuo. Uma
aliquota de 0,5 mL de cada extrato foi utilizada para a determinagdo do
contetdo de flavonoides totais, na presenca de 0,5 mL de solucdo de
cloreto de aluminio (2% em metanol) e 2,5 mL de etanol. Apds repouso
de 1 hora, fez-se a leitura a 420 nm em espectrofotdmetro UV-Vis. A
quantificacdo dos flavonoides foi feita a partir da curva padrdo de
quercetina (0,5 a 100 pg.mL™ — r* = 0,99; y = 0,009x). Os resultados
foram expressos em g de quercetina por g de massa seca.

4.7.3 Carotenoides

As amostras de calos crescidos conforme itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3
foram maceradas em 10 mL de solucdo hexano:acetona (50:50, v/v),
contendo 100 mg.L™ de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Apds a
maceracgao, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em cadmara
escura, filtradas sob vacuo e o solvente evaporado sob fluxo de N,
gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol PA e
posteriormente, submetido a espectrofotometria UV-Vis (Hiatachi U-
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1800) para determinacdo do teor de carotenoides totais (A = 450 nm). A
quantificacdo dos carotenoides totais utilizou de curva padrdo-externa de
B—caroteno (Sigma, 0,5 a 10 pg.mL™ — r* = 0,99; y = 0,167x). Os
resultados foram expressos em pg 3 — caroteno por g de massa seca.

4.7.4 Dosagem de Clorofilas

A clorofila dos calos foi dosada conforme metodologia descrita
por Hiscox & lIsraelstam (1979), com modificacdes. Calos crescidos
conforme descrito nos itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3, foram macerados com 10
mL de dimetilsulféxido (DMSQO) e mantidos em estufa a 45°C durante
45 minutos. Apos a incubacdo, o extrato foi centrifugado a 3.000 rpm e
em seguida, a absorbancia foi lida em espectrofotémetro UV-vis, em
645 e 663 nm. Para a quantificacdo das clorofilas foi utilizada a Férmula
de Arnon (1949):

mg.mL de clorofila a = 0,0127.Dggz3 — 0,00269.Dg4s

mg.mL de clorofila b = 0,0229.Dg45 — 0,00468.Dggs

Os resultados foram expressos em pg de clorofila por mL de
extrato.

4.8 PERFIL METABOLICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
VARREDURA UV-VIS DE CALOS DE C. fissilis

4.8.1 Efeito de diferentes combinacfes de concentracdes de sacarose
e de glutamina sobre os perfis metabdlicos de extratos de calos de
Cedrela fissilis

Calos crescidos conforme item 4.6.1, em meio de cultura MS,
semi-sélido, suplementado com 59 mM ou 118 mM de sacarose, com
2,5 uM de BAP, 5 uM de ANA e a suplementacdo de 0; 2,73 ou 5,46
mM de glutamina foram preparados para posteriores analises.

Para a espectrofotometria de varredura UV-Vis, 1 g de massa
fresca foram maceradas em 10 mL de solucdo hexano:acetona (50:50,
viv), contendo 100 mg.L™ de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Apés a
maceracao, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em cdmara
escura, filtradas sob vacuo e o solvente evaporado sob fluxo de N,
gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol (PA)
e posteriormente, submetido a varredura por espectrofotometria UV-Vis
(Hiatachi U-1800). Em cubeta de vidro, 3 mL de cada amostra foram
submetidos a 5 varreduras em espectrofotémetro UV-vis (200 — 800
nm). Os valores de absorbancia obtidos foram plotados em planilha do
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Microsoft Office Excel 2007 e um grafico foi gerado a partir da média
dos valores obtidos nas varreduras.

4.8.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinacdes de
concentragdes de BAP e ANAsobre os perfis metabolicos de extratos
de calos de Cedrela fissilis

Calos crescidos conforme item 4.6.2, em meio de cultura,
suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 2,73 mM
de glutamina e os reguladores de crescimento BAP nas concentracGes de
2,5 e 5,0 uM em combinagdo com concentracdes de 2,5 e 5,0 uM de
ANA foram preparados para posteriores analises.

Para a espectrofotometria de varredura UV-Vis, 1 g de massa
fresca foram maceradas em 10 mL de solucdo hexano:acetona (50:50,
vlv), contendo 100 mg.L™ de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Apds a
maceragdo, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em cAmara
escura, filtradas sob vacuo e o solvente evaporado sob fluxo de N,
gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol (PA)
e posteriormente, submetido a varredura por espectrofotometria UV-Vis
(Hiatachi U-1800). Em cubeta de vidro, 3 mL de cada amostra foram
submetidos a 5 varreduras em espectrofotdmetro UV-vis (200 — 800
nm). Os valores de absorbancia obtidos foram plotados em planilha do
Microsoft Office Excel 2007 e um gréafico foi gerado a partir da média
dos valores obtidos nas varreduras.

4.8.3 Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e
presenca e auséncia de luz sobre os perfis metabdlicos de extratos de
calos de Cedrela fissilis

Calos crescidos conforme item 4.6.3, em meio de cultura MS,
semi-sélido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou
glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina na luz com 2,5 uM de BAP ¢ 5 uM
de ANA, foram selecionados e mantidos em nitrogénio liquido até o
momento do preparo das amostras.

Para a espectrofotometria de varredura UV-Vis, 1 g de massa
fresca foram maceradas em 10 mL de solucdo hexano:acetona (50:50,
v/v), contendo 100 mg.L™ de BHT (butil-hidroxi-tolueno). Apés a
maceracao, as amostras foram mantidas em repouso (1 hora) em cadmara
escura, filtradas sob vacuo e o solvente evaporado sob fluxo de N,
gasoso. O extrato recuperado foi ressuspenso em 3 mL de metanol (PA)
e posteriormente, submetido a varredura por espectrofotometria UV-Vis
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(Hiatachi U-1800). Em cubeta de vidro, 3 mL de cada amostra foram
submetidos a 5 varreduras em espectrofotometro UV-vis (200 — 800
nm). Os valores de absorbéancia obtidos foram plotados em planilha do
Microsoft Office Excel 2007 e um grafico foi gerado a partir da média
dos valores obtidos nas varreduras.

4.9 ANALISES QUALITATIVAS POR CLAE DE CAROTENOIDES
DE CALOS DE Cedrela fissilis

Os extratos provenientes dos tratamentos: raiz, hipocétilo, nd
cotiledonar, né foliar, cotilédone, folha e epicétilo cultivados em
concentracdo de 118 mM de sacarose, frutose ou glucose, 2,5 uM de
BAP, 5 uM de ANA, 0 ou 2,73 mM de glutamina, sendo todos os
tratamentos cultivados na presenga de luz, foram selecionados para
determinacéo do perfil carotenoidico via Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

A saponificacdo dos extratos selecionados para CLAE foram
realizados através da adicdo de 100 pL da solugdo metandlica de
hidréxido de potéassio 10% a 1 mL de extrato carotenoidico, durante trés
horas, a temperatura ambiente e em local protegido da luz. Apds este
periodo, as amostras foram lavadas em funil de separacdo (por quatro
vezes com agua ultrapura). A fracdo remanescente foi transferida para
frasco Ambar, seguido da remocao do solvente sob fluxo de N, gasoso e
ressuspensdo em 200 pL de hexano.

Aliquotas de 10 puL de cada amostra foram analisadas em
cromatégrafo liquido (Shimzadu LC — 10A), equipado com coluna de
fase reversa Cyg (Vydac 201TP54, 25 cm x 4,6 mm¢ interno) e pré-
coluna (Vydac 218GK54, 5 um) e detector espectrofotométrico UV-Vis
operando em 450 nm. A eluicdo utilizou metanol: acetonitrila (90:10,
viv) como fase mével, fluxo de 1 mL.min". A identificacio dos
compostos de interesse foi realizada através de comparagdo com 0s
tempos de retengdo dos compostos padrdes (luteina, zeaxantina, f e o —
caroteno, Sigma), sob as mesmas condicbes experimentais. A
quantificacdo dos carotenoides foi feita utilizando-se curva padréo
externa de luteina (2,5 a 50 pg.mL™ - 1> = 0,99; y = 7044x) ¢ B —
caroteno (0,01 a 5 pg.mL™- r* = 0,99; y = 1019x) e considerou a area
dos picos de interesse para efeito dos calculos de concentracdo, sendo
que os valores apresentados correspondem a média de 3 injecfes por
amostra. A concentracdo de carotenoides foi expressa em ug por g de
massa seca.
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5. ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE CALOS DE
Cedrela fissilis

51 INIBICAO DO RADICAL DPPH (1,1-DIFENIL-2-
PICRILHIDRAZIL)

A fim de avaliar a capacidade antioxidante, extratos metandlicos
de calos obtidos conforme descrito nos itens 4.6.1; 4.6.2; 4.6.3 (extrato
equivalente a 10 mg de extrato seco), foram submetidos ao teste do
DPPH®. Este modelo é baseado na capacidade do radical livre estavel
1,1-difenil-2-picrilhidrazil em reagir com substancias doadoras de
hidrogénio (DPPH'+ AH — DPPH-H + A®), incluindo compostos
fendlicos (ROGINSKY & LISSI, 2005), sendo um método amplamente
utilizado e relativamente répido quando comparado a outras técnicas
(SANCHEZ-MORENO et al. 1998; MENSOR et al. 2001). O consumo
de DPPH® é, portanto, um indice para estimar a capacidade antioxidante
na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio
espectrofotométrico, a absorbancia diminui como resultado de uma
alteracdo na coloracao, de violeta para amarelo, uma vez que o radical é
capturado por antioxidantes presentes no extrato através da doacéo de
um atomo de H para formar a molécula estavel DPPH-H (ESPiNet al.,
2000).

A metodologia utilizada foi descrita por Kim et al. (2002). Uma
aliquota de 290 pL da solu¢do metandlica do radical DPPH (Sigma, 0,1
mM em metanol 80%) foi acrescida de 10 pL da amostra (em metanol
80%). O decréscimo da absorbancia em 530 nm foi medido em leitora
de microplacas ap6s 30 minutos de incubacdo da amostra. O BHT foi
utilizado como padréo.

A atividade de sequestro do radical DPPH foi calculada pela
equacao abaixo:

% de inibicdo: [(Abs controle - Abs final da amostra)/ Abs

controle] x 100

5.2ANALISES HISTOQUIMICA DE CALOS DE Cedrela fissilis

Segmentos de raiz, hipocétilo, nd cotiledonar, né foliar,
cotilédone, folha e epicétilo medindo aproximadamente 5 mm de
comprimento foram excisados de plantulas axénicas de C. fissilis com 8
semanas de idade obtidas conforme citado no item 4.4, e inoculados em
meio de cultura preparado conforme descrito no item 4.3, suplementado
com 118 mM de glucose, 25 uM de BAP, 5 uM de ANA. No
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tratamento de escuro os tubos de ensaio contendo os explantes foram
envoltos em papel aluminio. Os efeitos da glutamina foram observados
através da suplementacdo do meio com glutamina na concentracdo de
2,73 mM. Foram inoculados 2 segmentos por tubo de ensaio de raiz,
hipocotilo, n6 cotiledonar, no foliar, cotilédone e folha e 1 segmento por
tubo de ensaio de epic6tilo, sendo que cada tratamento foi constituido de
25 repeti¢Bes. As culturas foram mantidas nas condi¢des descritas no
item 4.4. Ap6s 8 semanas do inicio dos experimentos, os calos
provenientes dos tratamentos, foram cortados e homogeneizados para a
analise histoquimica.

5.2.1 Anélise em microscopia de luz (ML)

As amostras dos diferentes tratamentosforam processadas para
analises histoquimica e morfolégica em microscopia de luz e
histoquimica. Fragmentos dos calos foram fixados em solucdo de
paraformaldeido 2.5 % em tampéo fosfato 0.1 M, pH 7.2, overnight
(Schmidt et al., 2009). Apds a fixacdo, as amostras foram lavadas e
desidratadas em séries crescentes de etanol. Apds a desidratacdo, as
amostras foram infiltradas em historesina (Leica Historesin, Heidelberg,
Alemanha). Sec¢fes com 5 pum de espessura foram corados com
diferentes testes citoquimicos e fotografados com o microscopio
Epifluorescent (Olympus BX 41), equipado com o sistema de captura
Image Q Capture Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX,
Estados Unidos da América).

5.2.2 Testes citoquimicas

As seccOes dos diferentes tratamentosforam coradas com o0s
seguintes citoquimicas: a dupla marcacdo com AcidoPeriddico de Schiff
(PAS) utilizado paraidentificar a presenca de polissacarideos neutros
(Schmidt et al., 2012) e Azulbrilhante de Coomassie (CBB) para
identificar a presenca de proteinas totais (Schmidt et al., 2012), e Azul
de Toluidina (AT-O) para identificar polissacarideos acidosatravés da
reacdo de metacromasia (Schmidt et al., 2010).
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6.ANALISE ESTATISTICA

Todos o0s experimentos foram montados de acordo com o
delineamento estatistico completamente casualizado. Os resultados
foram analisados estatisticamente através da analise de variancia
(ANOVA) simples ou multifatorial com separacdo de médias pelo teste
de Tukey. As andlises foram feitas considerando um intervalo de
confianga de 95% e nivel de significancia de 5% (p<0,05). As analises
de variancia foram realizadas no programa STATISTICA 7.0 (StatSoft,
Inc.).
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7. RESULTADOS

Os resultados descritos a seguir referem-se aos experimentos
conduzidos para verificar os efeitos de diferentes fatores como tipos e
concentracbes de fontes de carbono, concentragdes de glutamina,
combinacdes de diferentes concentracfes de BAP e ANA, tipos de
explantes, presenca e auséncia de luz sobre a inducéo e morfogénese dos
calos, teores de metabdlitos primarios, teores de metabolitos secundarios
e atividade antioxidante de extratos de calos de C. fissilis.

Nos experimentos conduzidos por Pilatti (2011) ficou
evidenciado que nos cotiledonares cultivados na presencga de 2,5 UM de
BAP e 5 uM de ANA produziam calos com biomassa consideravel para
as analises bioguimicas. Assim, no presente de trabalho, para cada
parametro estudado e apresentado abaixo (inducdo e morfogénese de
calos, analises de metabdlitos priméarios, andlises de metabdlitos
secundarios e analises da atividade antioxidante dos calos) os resultados
dos experimentos realizados serdo apresentados na seguinte sequéncia:
primeiramente, os experimentos com nés cotiledonares cultivados nas
concentracbes de 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA, para verificar o
efeito das concentracOes de sacarose e glutamina. Esses experimentos
indicaram que a concentracdo de 118 mM de sacarose e 2,73 mM ou
5,46 mM de glutamina produziram os maiores niveis de metabdlitos
secundarios. Assim sendo, em seguida, sdo apresentados os resultados
dos experimentos, ainda com nos cotiledonares, em que foram
manipulados os tipos de fontes de carbono, agora na concentracdo de
118 mM e com 2,73 mM de glutamina, e as diferentes concentracGes de
BAP e ANA. Como esses experimentos indicaram que as maiores
concentracBes de metabolitos secundarios ocorria em outras
combinacBes de BAP e ANA, que ndo a que propiciava 0 maior
crescimento dos calos (2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA), o que poderia
comprometer a disponibilidade de biomassa de calos para as analises
posteriores, essa combinagdo de reguladores de crescimento, assim com
a concentracdo de 2,73 mM de glutamina foram escolhidas para tentar
otimizar a producdo dos metabolitos secundarios, agora através da
manipulacdo dos tipos de explante, fontes de carbono, presenca e
auséncia de luz e presenca e auséncia de glutamina. Por essa razao, para
os itens apresentados em resultados inducdo e morfogénese, analises
quantitativas de metabdlitos primarios, analises quantitativas de
metabolitos secundarios, atividade antioxidante de extratos de calos os
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experimentos serdo apresentados na seguinte sequéncia: efeito de
concentracOes de sacarose e glutamina, efeito de fontes de carbono e
combinagdes de concentragdes de BAP e ANA e efeito de fontes de
carbono, tipos de explante, presenga e auséncia de luz e de glutamina.
As andlises quantitativas e qualitativas de carotenoides por CLAE foram
realizadas apenas para o0s experimentos em que foram manipuladas
fontes de carbono, tipos de explantes, presenga e auséncia de luz e de
glutamina.

7.1 INDUCAO E MORFOGENESE DE CALOS DE C. fissilis EM
DIFERENTES CONDIGOES DE CULTURA

7.1.1. Efeito de diferentes combinagdes de concentragfes de sacarose
e de glutamina sobre a inducéo de calos originados a partir de nds
cotiledonares de plantulas de Cedrela fissilis

Os experimentos cujos resultados sdo apresentados na tabela 1
visaram analisar o efeito de diferentes concentraces de sacarose em
combinacdo com diferentes concentracdes de glutamina sobre a
iniciacdo de calos, a partir de um tipo de explante, nés cotiledonares,
que seriam utilizados, na sequéncia, nas analises dos metabdlitos
primarios, secundarios e atividade antioxidante em calos produzidos
nessas condi¢Bes de cultivo. Nesses experimentos foram mantidas as
concentracBes de 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA, condicBes essas que
em experimentos preliminares, realizados com nds cotiledonares,
garantiram altas taxas de inducgéo e formagdo de biomassa significativa
para as analises posteriores.

Os resultados da Tabela 1 indicam que, na concentracdo de 59
mM de sacarose e na presenca de 5,46 mM de glutamina, apenas 45%
dos nds cotiledonares formaram calos. Em todos 0s outros experimentos
as porcentagens de inducdo variaram de 70% a 85%, sendo que apenas
nos tratamentos de 58 mM e de 118 mM, sem glutamina, de 33,3% a
42,8% dos calos formaram raizes.
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Tabela 01: Efeito de concentracdes de sacarose e glutamina sobre a
inducéo e morfogénese de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8
semanas, a partir de nés cotiledonares em meio de cultura Murashige &
Skoog, semi-solido, suplementado com 2,5 uM de BAP e 5 uM de
ANA.

Sacarose  Glutamina Numero Calogénese Calos Formacao

(mM) (mM) de (%) com de raizes
explantes raizes (%)
inoculados (%)

59 0 40 85 42,8 0

59 2,73 40 70 0 0

59 5,46 40 45 0 0

118 0 40 85 33,3 0

118 2,73 40 75 0 0

118 5,46 40 70 0 0

7.1.2. Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinacdes de
concentragdes de BAP e ANA sobre a inducéo de calos originados a
partir de nés cotiledonares de plantulas Cedrela fissilis

Os experimentos, cujos resultados sdo apresentados a seguir
foram conduzidos com nds cotiledonares, com a concentracdo fixa de
glutamina de 2,73 mM e foram manipuladas as fontes de carbono, na
concentracdo de 118 mM e diferentes combinagdes de concentracdes de
BAP e ANA.

Os resultados da tabela 2 indicam que, em todas as combinagdes
de BAP e ANA testadas, exceto para os tratamentos com sacarose, as
taxas de inducdo de calos foram de 100%. Na presenca de sacarose,
contudo as porcentagens de inducao variaram entre 65% e 95 %. Apenas
nos tratamentos com sacarose foi observada a formacdo de raizes nos
calos produzidos (entre 14,2% e 15% dos explantes inoculados), em
todas as combinacdes de concentracdes BAP e ANA testadas.
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Tabela 02: Efeito de fontes de carbono e de combinagdes de BAP e
ANA sobre a inducdo e morfogénese de calos de Cedrela fissilis
cultivados, durante 8 semanas, a partir de nos cotiledonares em meio de
cultura Murashige & Skoog, semi-solido, suplementado com
suplementado com 2,73 mM de glutamina.

Fontes de BAP ANA Numero de Calogénese Calos

carbono (UM) (UM) explantes (%) com
inoculados raizes
(%)
Sacarose 2,5 50 40 85 14,2
5,0 2,5 40 95 14,2
2,5 2,5 40 85 14,2
5,0 5,0 40 65 15
Frutose 2,5 50 40 100 0
5,0 2,5 40 100 0
2,5 2,5 40 100 0
5,0 5,0 40 100 0
Glucose 2,5 5,0 40 100 0
5,0 2,5 40 100 0
2,5 2,5 40 100 0
5,0 5,0 40 100 0

7.1.3. Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e
presenca e auséncia de luz sobre a inducdo de calos de Cedrela
fissilis

Os experimentos, cujos resultados sdo descritos a seguir, foram
realizados com o objetivo de verificar as porcentagens de inducédo e a
morfogénese de calos produzidos, apds 8 semanas de cultivo, a partir de
diferentes tipos de explantes cultivados em meio de cultura MS,
suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 2,73 mM
de glutamina, 2,5 uM de BAP, 5 uM de ANA e 0,2% de Phytagel
(Sigma). As concentracdes de fontes de carbono e de reguladores de
crescimento utilizadas, assim como as concentragcdes de glutamina
foram aquelas que propiciaram os maiores valores de inducédo de calos e
de biomassa seca dos calos produzidos a partir de nds cotiledonares, de
acordo com os resultados obtidos preliminarmente por Pilatti (2011).
Tais condicdes foram selecionadas para verificar que efeitos as fontes de
carbono, presenca e auséncia de glutamina, luz e escuro teriam sobre a
inducdo de calos, agora em outros tipos de explantes, obtidos a partir da
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folha, no foliar, cotilédone, hipocdtilo, raiz e epicotilo. Posteriormente,
os calos produzidos foram utilizados para as analises dos metabdlitos
primarios, secundarios e atividade antioxidante.

8.1.3.1. Efeito da sacarose sobre a inducdo de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 3 indicam que porcentagens de inducéo
de calos acima de 80% foram observadas para explantes de né
cotiledonar, nd foliar e hipocétilo, na luz e para nd cotiledonar,
hipocétilo e epicétilo, no escuro, tanto na presenca como na auséncia de
glutamina. Os menores valores de inducdo de calos < 50% foram
observados, tanto na luz como no escuro para explantes de folha e
cotilédone. Para raiz, na luz, a auséncia de glutamina promoveu a
formacdo de calo (60%), enquanto que no escuro a presenca de
glutamina é que promoveu a indugdo (50%). No escuro, parece ter
havido um efeito promotor da glutamina sobre a inducdo de calos de
folha, cotilédone e de raiz. As menores porcentagens de indugdo com
glucose ocorreram com explantes de cotilédone, em glutamina (22%) e
com explantes de folha, sem glutamina (23,3%). No escuro, as menores
porcentagens de indugdo foram observadas com explantes de folha,
tanto na auséncia (13,%) como na presenga de glutamina (33%).

Quanto a morfogénese verifica-se pela tabela 3 que, na luz,
apenas os explantes de no foliar e epicdtilo formaram raizes enquanto
que no escuro a rizogénese ocorreu nos calos de né cotiledonar, folha,
né foliar, cotilédone e epicotilo. Assim, a formagdo de raizes nos calos
foi observada tanto na presenca, quanto na auséncia de luz, sendo que na
luz, o tratamento que apresentou maior porcentagem de rizogénese foi o
né foliar com glutamina (24%).
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Tabela 03: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a inducdo e morfogénese de calos de Cedrela fissilis cultivados
durante 8 semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sélido,
suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina,
2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.

Condicdo Tipo de Glutamina Numerode Calogénese Calos

de explante (mM) explantes (%) com
cultura inoculados raizes
(%)

Luz N6 0 15 93,3 0

cotiledonar

2,73 25 84 0

Folha 0 30 23,3 0

2,73 50 - -

N6 foliar 0 15 100 6,6

2,73 25 80 24

Cotilédone 0 30 33,3 0

2,73 50 22 2

Hipocdétilo 0 30 100 0

2,73 50 100 0

Raiz 0 30 60 0

2,73 50 46 0

Epicétilo 0 15 73,3 13,3

2,73 25 84 0

Escuro N6 0 15 93,3 0

cotiledonar

2,73 25 88 8

Folha 0 30 13,3 3,3

2,73 50 32 0

N6 foliar 0 15 53,3 0

2,73 25 68 16

Cotilédone 0 30 33,3 3,3

2,73 50 64 8

Hipocétilo 0 30 90 0

2,73 50 88 0

Raiz 0 30 36,6 0

2,73 50 50 0

Epicétilo 0 15 100 13,3

2,73 25 92 0
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7.1.3.2. Efeito da frutose sobre a inducédo de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 4 indicam que porcentagens de inducéo
de calos acima de 92% ocorreram na maioria dos tratamentos,
independente do tipo de explante, da presenca ou auséncia de luz ou de
glutamina. Apenas explantes de folha, cotilédone, na luz, na presenca de
glutamina e de cotilédone, no escuro, também na presenca de glutamina
apresentaram as menores taxas de inducdo, que variaram entre 74 e
76%.

Quanto a morfogénese dos calos os resultados indicam que, na
luz, foi observada a formacdo de raizes em alguns tratamentos, sendo
gue a maior porcentagem de calos com raizes (23%) ocorreu em
explantes de folhas. No escuro, entretanto, calos oriundos de folhas e de
cotilédones na auséncia de glutamina apresentaram 100% e 56,6%,
respectivamente, de rizogénese e calos de no cotiledonar, folha, né foliar
e cotilédone formaram raizes na presenca e na auséncia de glutamina.
Calos de epicétilo e raiz ndo apresentaram rizogénese, na luz ou no
escuro.



41

Tabela 04: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a inducdo e morfogénese de calos de Cedrela fissilis cultivados
durante 8 semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sélido,
suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina,
2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.

Condicdo Tipo de Glutamin Numerode Calogénes Calos
de cultura explante a(mM)  explantes e com
inoculados (%) raizes

(%)

Luz No 0 15 100 33

cotiledonar

2,73 25 100 0

Folha 0 30 100 23,3

2,73 50 74 8

No foliar 0 15 100 0

2,73 25 100 4

Cotilédone 0 30 100 13,3

2,73 50 76 8

Hipocétilo 0 30 100 0

2,73 50 100 0

Raiz 0 30 93,3 0

2,73 50 100 0

Epicétilo 0 15 100 0

2,73 25 96 0

Escuro N6 0 15 100 13,3

cotiledonar

2,73 25 100 4

Folha 0 30 100 100

2,73 50 92 38

No foliar 0 15 100 20

2,73 25 100 4

Cotilédone 0 30 100 56,6

2,73 50 76 34

Hipocoétilo 0 30 100 3,3

2,73 50 100 0

Raiz 0 30 100 0

2,73 50 100 0

Epicétilo 0 15 100 0

2,73 25 100 0
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7.1.3.3. Efeito da glucose sobre a inducdo de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 5 indicam que, na presenga de glucose, as
taxas de indugdo de calos na luz foram de 100%, na maioria dos
tratamentos, exceto para explantes de folha, cotilédone, raiz e epicétilo,
na presenca de glutamina. No escuro, as porcentagens de inducéo abaixo
de 100% (entre 76% e 92%) foram observadas para explantes de folha,
cotilédones e raiz, com glutamina.

Quanto a morfogénese dos calos em glucose, os resultados
indicam que, na luz, foi observada a formagdo de raizes em 42 a 50%
dos calos produzidos a partir de explantes de folha e cotilédone, tanto na
auséncia como na presenca de glutamina. No escuro, entre 66% e 86%
dos calos originados de segmentos de folhas apresentaram rizogénese,
independente da presenca de glutamina, enquanto que os valores foram
de 33,3% a 58% para os calos produzidos a partir de cotilédone. Calos
de n6 cotiledonar na luz, ndo apresentaram rizogénese na auséncia ou
presenca de glutamina, enquanto que no escuro apenas 13,3% formou
raizes, mas somente na auséncia de glutamina. No escuro apenas 0s
calos de n6 cotiledonar, de hipocétilo e epicétilo, na auséncia de
glutamina, ndo formaram raizes.
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Tabela 05: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a inducdo e morfogénese de calos de Cedrela fissilis cultivados
durante 8 semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sélido,
suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina,
2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.

Condicdo Tipo de Glutamina Namerode Calogénese Calos

de cultura  explante (mM) explantes (%) com
inoculados raizes
(%)
Luz N6 0 15 100 0
cotiledonar
2,73 25 100 0
Folha 0 30 100 50
2,73 50 74 42
N6 foliar 0 15 100 0
2,73 25 92 8
Cotilédone 0 30 100 50
2,73 50 60 50
Hipocdétilo 0 30 100 0
2,73 50 100 2
Raiz 0 30 100 0
2,73 50 84 16
Epicétilo 0 15 100 0
2,73 25 100 0
Escuro N6 0 15 100 13,3
cotiledonar
2,73 25 92 0
Folha 0 30 100 86,6
2,73 50 86 66
N6 foliar 0 15 100 20
2,73 25 100 4
Cotilédone 0 30 100 33,3
2,73 50 76 58
Hipocétilo 0 30 100 10
2,73 50 100 0
Raiz 0 30 100 3.3
2,73 50 90 8
Epicétilo 0 15 100 0
2,73 25 100 4
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7.2 ANALISES QUANTITATIVAS DE PROTEINAS TOTAIS,
ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS E AMIDO EM CALOS DE Cedrela
fissilis

Os experimentos, cujos resultados sdo apresentados a seguir
foram realizados com o objetivo de estudar o metabolismo primario dos
calos de C. fissilis produzidos em condicGes de cultivo em que foram
manipuladas, combinacdes de concentra¢Bes de sacarose e de glutamina,
combinacdes de fontes de carbono e de diferentes combinagBes de
concentracbes BAP e ANA, e de fontes de carbono, tipos de explantes,
presenca e auséncia de luz.

Nos experimentos em que foram estudados os efeitos das fontes
de carbono, devido a grande quantidade de dados obtidos, os resultados
sdo apresentados, para cada fonte de carbono, na forma de tabelas, para
melhor visualizacdo dos valores precisos de concentracGes obtidos e das
diferencas estatisticas entre todos os tratamentos conduzidos.

7.2.1. Efeito de diferentes combina¢Ges de concentracdes de sacarose
e de glutamina sobre os teores de proteinas totais, aclcares solUveis
totais e amido em calos de Cedrela fissilis

Nos experimentos descritos a seguir foram quantificadas as
proteinas totais, aclcares solUveis totais e amido em calos de C. fissilis,
produzidos a partir de nos cotiledonares, apds 8 semanas de cultivo, em
meio de cultura MS suplementado 2,5 pM de BAP, 5 uM de ANA,
0,2% de Phytagel (Sigma) e com concentragdes de sacarose de 59 mM e
118 mM, em combinagdo com concentracdes de glutamina de 0, 2,73
mM e 5,46 mM.

Os resultados da tabela 6 indicam que o maior teor de proteinas
totais (10,81 pg/g MS) foi detectado em calos produzidos em meio de
cultura contendo 59 mM de sacarose em combinagdo com 5,46 mM de
glutamina, enquanto que os maiores niveis de acglcares sollveis totais e
amido (245,80 pg/g MS e 113,24 pg/lg MS, respectivamente) foram
observados nos calos produzidos na presenga de 118 mM de sacarose e
de 5,46 mM de glutamina. A menor concentracdo de proteinas totais
(5,44 pg/g MS) foi observada em calos cultivados com 59 mM de
sacarose e na auséncia de glutamina, enquanto que as menores
concentracBes de aclcares solUveis totais (85,70 pg/g MS) e amido
(38,59 png/g MS) ocorreram nos calos crescidos na presenca de 59 mM
de sacarose e 5,46 mM de glutamina.
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Tabela 06: Efeito de concentracBes de sacarose e glutamina sobre o
conteldo de proteinas totais, aclcares solUveis totais e amido de calos
de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, a partir de nés
cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sélido,
suplementado com 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA. Em negrito os
melhores tratamentos.

Sacarose Glutamina Proteinas totais Acgucares Amido

(mM) (mM) (ng/g MS)? solGiveis totais  (ug/g MS)?
(ng/g MS)*

59 0 5,44+0,04 e 48,20+0,20 f 24,82+0,16 f

59 2,73 6,57+0,03 d 108,40+0,30d 42,47+0,74 d

59 5,46 10,81+0,03a 85,70+0,20e  38,59+0,38¢

118 0 7,4910,06 ¢ 135,40+0,30 ¢ 77,65%+0,42 b

118 2,73 9,33:1,06b  152,50+0,20b 67,82+0,26 C

118 5,46 8,13+0,03 ¢ 245,80+0,10a 113,24+0,21a

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

7.2.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinagdes de
concentragdes de BAP e ANA sobre os teores de proteinas totais,
agUcares solUveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis

Nesses experimentos foram quantificadas as proteinas totais,
acUcares sollveis totais e amido em calos de C. fissilis, produzidos a
partir de nos cotiledonares, apés 8 semanas de cultivo, em meio de
cultura MS suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose,
2,73 mM de glutamina, 0,2% de Phytagel (Sigma) e com diferentes
combinac@es de concentracdes de BAP e ANA.

Os resultados da tabela 7 indicam que os maiores teores de
proteinas totais (10,99 pg/g MS e 11,06 pug/g MS) foram detectados em
calos cultivados com sacarose, 5 UM de BAP,e 5 UM de ANA) e em
frutose, com 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA, enquanto que 0s maiores
niveis de agUcares solUveis totais e amido (199,71 pug/g MS e 92,18 ug/g
MS, respectivamente) foram observados nos calos produzidos na
presenca de 118 mM de sacarose, 2,5 UM de BAP e 2,5 uM de ANA.
As menores concentracdes de proteinas totais (1,07 pg/g MS e 1,17 ug/g
MS) foram observadas em calos cultivados com frutose, 2,5 UM BAP e
2,5 UM de ANA e com glucose, 5 uM BAP e 2,5 UM de ANA. A menor
concentracdo de acUlcares sollveis totais (21,12 pug/g MS) ocorreu em
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calos cultivados em frutose, 5 uM BAP e 2,5 uM de ANA e 0s menores
teores de amido dos calos (7,65 pg/g MS e 7,20 pg/g MS) foram
detectados nos tratamentos com glucose, 5 UM BAP em combinacéo
com 2,5 uM ou 5 uM de ANA.

Com glucose o maior valor de proteinas totais (3,17 pg/g MS) foi
obtido em calos cultivados com 2,5 uM BAP e 5 uM de ANA. A maior
concentracdo de acucares solUveis totais (157,18 pg/g MS) dos calos
cultivados em frutose ocorreu com 2,5 uM BAP e 2,5 UM de ANA e
com glucose (112,82 pg/g MS), em 5 uM de BAP e 5 uM de ANA. O
maior teor de amido dos calos cultivados em frutose (29,94 ug/g MS)
ocorreu nas combinagfes de concentracdo de 5 UM de BAP e 5 uM de
ANA e em glucose (22,88 pg/g MS), em 2,5 uM de BAP e 2,5 uM de
ANA.

Tabela 07. Efeito de fontes de carbono e de combinagdes de BAP e
ANA sobre conteldo de proteinas totais, aglcares sollveis totais e
amido de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, a partir
de nds cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-
solido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose e
2,73 mM de glutamina. Em negrito os melhores tratamentos.

Fonte de BAP ANA Proteinas Acucares Amido
carbono (UM) (M) totais solGveis totais ~ (ug/g MS)?
(Lg/g MS)*  (ug/g MS)*

Sacrose 25 50 10,02+0,02c 122,94+0,21e 69,29+0,16b
50 25 9,77+0,02d 14259+0,13d 45,47+0,34d
25 25 10,31+0,04b 199,71+0,36a 92,18+0,79a
50 50 11,06+0,04a 150,71+0,26¢c 61,06+0,45¢c

Frutose 2,5 5,0 10,99+0,04a 40,41+0,49i 25,06 +0,25f
50 25 953+0,03e 21,12+0,48] 11,41 +0,38 i
25 25 107+0,03j 157,18+0,34b 24,00+0,34¢g
50 50 2,07+008h 8335+061h 2994+0,25¢e

Glucose 25 50 3,17+0,08f 8394+061h 994+0,25]j
50 25 117+£0,02j 8500+£0,29g 7,65+0,29k
25 25 150+0,08i 8347+025h 22,88+0,25h
50 50 253+£0,02¢g 112,82+0,26f 7,29+0,44k

*Médias de cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o teste de Tukey
(p<0,05). MS= massa seca.
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7.2.3. Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e
presenca e auséncia de luz sobre os teores de proteinas totais,
agucares solUveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis

Nesses experimentos foram quantificadas as proteinas totais,
acucares solUveis totais e amido em calos de C. fissilis, produzidos, apds
8 semanas de cultivo, a partir de diferentes tipos de explantes cultivados
em meio de cultura MS, suplementado com 118 mM de sacarose,
glucose ou frutose, 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP, 5 uM de
ANA e 0,2% de Phytagel (Sigma). Os resultados serdo apresentados em
tabelas para facilitar a visualizagcdo das diferencas estatisticas entre
todos os tratamentos e para mostrar, com precisdo 0s reais valores
obtidos para cada parametro analisado.

7.2.3.1 Efeito da sacarose sobre os teores de proteinas totais, aglcares
sollveis totais e amido de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 8 indicam que os maiores teores de
proteinas e agucares sollveis totais e amido foram observados na luz.
Calos de cotilédone, na auséncia de glutamina, apresentaram 0s maiores
teores de proteinas totais (12,76 pg/g MS) e aclcares sollveis totais
(254,11 pg/g MS, mas os maiores niveis de amido foram observados, na
luz, em calos obtidos a partir de n6 foliar (125,47 pg/g MS de amido),
também na auséncia de glutamina. O teor de agUcares sollveis totais dos
nés foliares (255,17 ug/g MS de agUcares sollveis totais) ndo diferiu
significativamente do valor obtido para os calos de cotilédone nas
mesmas condi¢des de cultura.

Na luz, em todos os tratamentos, exceto para raiz, a glutamina
diminuiu os teores de proteinas totais e de acUlcares sollveis totais,
enquanto que no escuro, a glutamina aumentou os teores de proteinas
totais em calos de folha, hipocétilo, raiz e epicétilo e aumentou os niveis
de acucares sollveis totais em calos de né cotiledonar, folha, cotilédone
e raiz. Os teores de amido nos calos diminuiram na presenca de
glutamina na maioria dos tratamentos exceto em calos de hipocoétilo, na
luz e em calos de raiz, no escuro, condicdes que promoveram o acimulo
de amido nos calos.
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Tabela 08: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a concentracdo de proteinas totais, acuUcares sollveis totais e
amido de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas em
meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sdlido, suplementado com
118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5
UM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos.

Condicdo  Tipo de  Glutamina Proteinas Acucares sollveis Amido
de cultura  explante (mM) totais totais (Lg/g MS)®  (ug/g MS)?
(ng/g MS)*
Luz N6 cotiledonar 0 6,42+0,07 h 194,47 +286 e 29,52+0,26 s
2,73 3,93+0,05n 95,52+0,73 p 6,17+0,29t
Folha 0 2,37+0,00 s 23041+0,34c 17,82+0,26b
2,73 - -
N6 foliar 0 6,72+0,04 f 255,17 +0,16a 2547+045a
2,73 2,72+0,07r 103,47 +0,130 8,52+047q
Cotilédone 0 12,76 +0,06a 25411+066a 11,70%0,13c
2,73 6,57+0,029g 98,23+0,21p 9,00+0,16 u
Hipocétilo 0 7,75+0,03d 236,94+1,42b 547+0160
2,73 4,98 +£0,06 k 85,35+0,38q 0,17+0,26 m
Raiz 0 1,65+0,02u 53,52 +0,21t 6,35+0,16 v
2,73 2,85+0,03q 77,64 +021r 1,70+ 0,13 w
Epicétilo 0 6,92+0,09e 198,11+0,16d 6,94+045f
2,73 4,17 £0,04m 22,94+0,21u ,17£0,26 x
Escuro N6 cotiledonar 0 3,34+£0,040 101,88+0,450 4,11+069h
2,73 2,96+0,04 q 11394+0,39n 294+036r
Folha 0 2,71+£0,02r 131,76 +0,21k 0,70+0,16d
2,73 6,21+0,03i 173,05+0,619g 3,00+0,57i
N6 foliar 0 9,91+0,08 b 11264 +0,72n  9,17+0,25n
2,73 4,710,041 67,23+0,97s 6,00+0,26t
Cotilédone 0 8,11+0,06 c 141,52 £0,73 j 9,23+0,16¢e
2,73 1,71+0,09u 183,88+0,60f 3,52 +0,69 hi
Hipocétilo 0 3,08+0,04 p 140,47 0,45 j 6,00 £0,26 k
2,73 3,88+0,05n 11452+0,34n 3,05+x061r
Raiz 0 197+0,02t 126,00 £0,16 | 1,35+0,26 |
2,73 2,92+0,03q 160,76 +0,34h 7,70+ 0,60 ¢
Epicotilo 0 4,89+0,03 k 152,94 £0,42 i 9,29+£0,26 ]
2,73 5,66 £ 0,06 j 11929+0,49m 4,35+0,38p

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca. — Biomassa insuficiente.

Na luz e sem glutamina (tabela 8), os tratamentos de calos
oriundos de cotilédone, hipocotilo, epicétilo e nd foliar apresentaram
12,76; 7,76; 6,73 pg/lg MS de proteinas totais, respectivamente,
enquanto que calos de cotilédone, hipocotilo e epicétilo, na luz, mas
com glutamina apresentaram respectivamente (6,58; 4,99; 4,17 ug/g
MS).
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No escuro (Tabela 8), calos de no foliar e cotilédone, na auséncia
de glutamina apresentaram os maiores niveis de proteinas totais (9,91 e
8,11 ug/g MS, respectivamente), sendo que para n6 foliar o valor foi
superior ao obtido na luz e na presenca de glutamina e o maior teor de
proteinas totais foi observado em calos de folha (6,21 pg/g MS). No
escuro os niveis de proteinas foram reduzidos, tanto na presenca como
na auséncia de glutamina, nos calos de nd cotiledonar, cotilédone,
hipocotilo. Porém, nos calos de folha, sem glutamina, e epicotilo, com
glutamina os niveis de proteinas totais aumentaram no escuro. O menor
conteldo de proteinas totais ocorreu no tratamento de raiz, na luz, na
auséncia de glutamina (1,65 £ 0,02 pg/g MS). Calos oriundos de folha,
cultivados com glutamina, ndo foram apresentados, por que ndo houve
inducdo.

Na luz e sem glutamina (Tabela 8), os tratamentos de calos
oriundos de né cotiledonar, folha, no foliar, cotilédone, hipocétilo e
epicotilo apresentaram niveis de aglcares sollveis totais que variaram
de 53,52 pg/g MS a 255,17 pg/g MS, enquanto que com glutamina 0s
teores de agucares sollveis totais variaram de 22,94 ug/g MS a 103,47
Hg/g MS, para os mesmos tipos de calos. No escuro, sem glutamina os
niveis de agUcares solUveis totais variaram de 101,88 pg/g MS a 152,94
Hg/g MS enquanto que com glutamina os valores variaram de 67,23
pMg/g MS a 183,88 pg/g MS. Apenas para calos de raiz, na luz, a
presenca de glutamina aumentou o nivel de aglcares solGveis totais para
77,64 ug/g MS.

Assim, na luz, sem glutamina (Tabela 8) os calos de cotilédone e
né foliar apresentaram 0s maiores teores de agucares sollveis totais
(254,11 e 255,17 ug/g MS), enquanto que com glutamina, os calos de n6
foliar apresentaram o maior teor (103,47 pg/g MS). No escuro, sem
glutamina, os calos de epicétilo foram os que apresentaram 0s maiores
niveis de agucares sollveis totais (152,94 pg/g MS) e, com glutamina,
os calos de cotilédone apresentaram os maiores niveis de aglcares
sollveis totais (183,88 ug/g MS).

Na maioria dos tratamentos a presenca da glutamina, tanto na luz,
€omo no escuro, reduziu o acimulo de amido nos calos, com excecédo de
dois tratamentos: hipoc6tilo, na luz e raiz, no escuro, em que a presenca
de glutamina promoveu o acimulo de amido (Tabela 8). Na luz e sem
glutamina, os valores de teores de amido variaram de 16,35 pg/g MS,
em calos de raiz a 125,47 pg/g MS, em calos de n6 foliar e com
glutamina os valores variaram de 5,17 pg/g MS, em calos de raiz a
60,17 ug/g MS, em calos de hipocétilo. No escuro, semglutamina as
variac@es foram de 59,17 pg/g MS, em calos de né foliar a 90,70 pg/g
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MS, em calos de folha, enquanto que no escuro e com glutamina as
variacdes foram de 26 pg/g MS, em calos de n6 foliar a 77,70 pg/g MS,
em calos de raiz.

Assim, na luz e na auséncia de glutamina (Tabela 8), o maior teor
de amido foi observado em calos de né foliar (125,47 ug/g MS),
enquanto que na presenga de glutamina o maior teor foi detectado em
calos de hipocétilo (60,17 pug/g MS). No escuro, sem glutamina o maior
acumulo de amido ocorreu em calos de folha (90,70 pg/g MS) e com
glutamina, o maior teor de amido foi observado em calos de raiz (77,70

pg/g MS).

7.2.3.2. Efeito da frutose sobre os teores de proteinas totais, aglcares
sollveis totais e amido a indugéo de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 9 indicam que os maiores teores de
proteinas totais (8,80 ug/g MS, para calos de né cotiledonar), agucares
sollveis totais (129,41 ug/g MS, para calos de raiz) foram observados
nos tratamentos de escuro, enquanto que o maior teor de amido (64,38
Mg/g MS, para calos de folha) foi observado na luz, todos na auséncia de
glutamina.

Na luz, na maioria dos tratamentos, exceto para hipocotilo, a
glutamina aumentou os teores de proteinas totais, enquanto que no
escuro, na maioria dos tratamentos a presenca de glutamina reduziu os
niveis de proteinas totais nos calos, exceto em calos originados de folha,
hipocétilo e epicétilo, em que os niveis foram aumentados. Ja para 0s
acUcares solUveis totais observa-se que em todos os tratamentos, tanto
na luz como no escuro, a presenca de glutamina reduziu as
concentragcBes e em apenas um caso, nd foliar, na luz, os valores
permaneceram iguais. Tendéncia similar aos acUlcares sollveis totais foi
verificada para o amido, cujos teores foram reduzidos pela presenca da
glutamina, exceto em calos originados de né foliar e cotilédone, em que
os teores de amido aumentaram.
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Tabela 9: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a concentracdo de proteinas totais, acucares sollUveis totais e
amido de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas em
meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sdlido, suplementado com
118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5
UM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos.

Condicdo  Tipo de  Glutamina  Proteinas AcUcares Amido
de cultura  explante (mM) totais solGveis  totais  (ug/g MS)?
(1g/g MS)* (1g/g MS)*
Luz N6 0 1,42+0,03q 64,11+ 0,55 h 27,29+0,38¢
cotiledonar
2,73 3,22+0,04 26,52 +0,44 q 15,05+ 0,57 Im
Folha 0 2,94+ 0,02 k 75,056 +£152e 64,88 £0,16 a
2,73 5,58+0,03¢ 33,35+£0,61n 15,82 + 0,25kl
N¢ foliar 0 1,04+0,05s 28,00 £ 0,60 p 17,58+ 0,70
2,73 3,78+£0,05h 28,29 £ 0,64 p 13,11 +0,53n
Cotilédone 0 3,61+£0,04i 81,94 +0,53¢ 18,00 £0,25j
2,73 5,02+0,03f 47,29 +0,38 k 24,58 £0,39 h
Hipocétilo 0 2,57+0,021 30,41+0,74 0 31,17+0,21f
2,73 2,09+0,04 n 20,23+£0,32s 10,76 £ 0,34 0
Raiz 0 1,77+0,070p 59,23+045i 21,23+0,25i
2,73 3,01 £ 0,03k 42,29+0,381 13,41+045n
Epicétilo 0 3,18+£0,08] 38,94 +0,92m 16,00 + 0,39 k
2,73 3,71+£0,05hi 24,35+048r 2,58+0,32r
Escuro N6 0 8,80+£0,03a 68,05 +0,34 g 27,82+0,34 g
cotiledonar
2,73 2,29+0,08m  46,05+0,26 k 14,94 + 0,25 Im
Folha 0 1,88+0,03 0 51,41 £0,53] 27,29 +£0,48 g
2,73 2,15+£0,05n 41,23+0,381 14,94 + 0,32 Im
N6 foliar 0 6,20 £ 0,03 d 77,056 £0,36d 39,82+045¢e
2,73 4,08+0,04 g 2352+042r 5,05+0,64 q
Cotilédone 0 6,42+£0,03¢ 64,29 £0,16 h 31,23+0,25f
2,73 2,39£0,06 m  39,05+0,38m 14,70 £ 0,29 m
Hipocétilo 0 1,37+0,06 q 69,94 £0,25f 42,11 +0,25d
2,73 1,86 + 0,03 0 27,11 £ 0,44 pq 10,47 +0,39 0
Raiz 0 1,71+0,05p 129,41+0,25a 54,70 £ 0,29 b
2,73 1,22+0,06 r 50,88 £ 0,47 j 17,70 £0,25j
Epicétilo 0 2,67+0,071 93,58 £0,25 b 44,23 +0,34¢
2,73 7,94 £ 0,06 b 31,41+£0,250 7,70 £ 0,38p

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

No escuro e sem glutamina (Tabela 9), os niveis de proteinas
totais variaram de 1,37 pg/g MS, em calos de hipocétilo a 8,80 ug/g
MS, em calos de n6 cotiledonar, enquanto que na presenca de glutamina
variaram de 1,22 pg/g MS, em calos de raiz a no maximo 7,94 pg/g MS,
em calos de epicotilo. Na luz, entretanto, os valores de proteinas totais
em calos crescidos na auséncia de glutamina variaram de 1,04 pg/g MS,
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em calos de nd foliar a 3,61 pg/g MS, em calos de cotilédone. Os
resultados apresentados na tabela 9 mostram que os tratamentos de calos
cultivados com glutamina, na presenca de luz apresentaram
estatisticamente as maiores concentragdes de proteinas totais (folha,
5,59; cotilédone, 5,02; n6 foliar, 3,79; epicotilo 3,71ug/g MS), do que os
tratamentos sem a presenca de glutamina (cotilédone, 3,61; epicotilo,
3,19; folha, 2,95; hipocétilo, 2,57; raiz, 1,77; no cotiledonar, 1,42; né
foliar, 1,04 pg/g MS). Assim, no escuro e auséncia de glutamina, os
calos produzidos a partir de nd cotiledonar apresentaram 0s niveis
maximos de proteinas totais, enquanto que o menor teor foi detectado
em calos de n6 foliar produzidos na luz, na auséncia de glutamina.

Na luz, sem glutamina (Tabela 9) o menor teor de acUcares
sollveis totais foi detectado em calos de n6 foliar (28,8 pg/g MS) e o
maior valor (81,94 pg/g MS), em calo de cotilédone, enquanto que, com
glutamina, os valores foram no minimo de 20,23 ug/g MS, em calo de
hipocétilo e no maximo de 47,29 ug/g MS, em calo de cotilédone.

No escuro e sem glutamina (Tabela 9), os calos oriundos de
segmentos de raiz apresentaram 0s maiores niveis de aglcares soliveis
totais (129,41 pg/g MS). Nessas condi¢Bes de cultivo os teores de
acUcares solUveis totais variaram de 51,41 pg/g MS, em calos de folha
ao maximo de 129,41 ug/g MS, em calos de raiz enquanto que com
glutamina, os valores variaram de 23, 52 pg/g MS, em calos de né foliar
a 50,88 pg/g MS, em calos de raiz. Assim, no escuro e auséncia de
glutamina, os calos produzidos a partir de raiz apresentaram os niveis
maximos de proteinas totais, enquanto que o menor teor foi detectado
em calos de hipocotilo produzidos na luz, na presenca de glutamina.

Na maioria dos tratamentos a presenca da glutamina, tanto na luz,
como no escuro, reduziu o acimulo de amido nos calos, com excecéao de
dois tratamentos: no foliar e cotilédone, na luz, em que a presenca de
glutamina promoveu 0 acimulo de amido (Tabela 9). O maior teor de
amido (64,88 pg/g MS) foi detectado em calos produzidos a partir de
folha, na luz, sem glutamina, enquanto que o menor valor foi de 7,70
Mg/g MS, verificado em calos de epic6tilo produzidos nos escuro, na
presenca de glutamina.

Na luz e sem glutamina (Tabela 9) os valores de teores de amido
variaram de 16,00 pg/g MS, em calos de epicétilo a, no maximo, 64,88
Hg/g MS, em calos de folha e com glutamina os valores variaram de
2,58 ug/g MS, em calos de epicétilo a 24,58 pg/g MS, em calos de
cotilédone. Observa-se na tabela 9 que o tratamento que apresentou
maior contetido de amido foi calos de folha, cultivados sem a presenca
de glutamina na luz (64,88 pg/g MS), seguido de hipocétilo e nd
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cotiledonar (31,18 e 27,29 pg/g MS, respectivamente). Nota-se que, 0s
tratamentos cultivados sem a presenca de glutamina, foram superiores
estatisticamente, que os cultivados com glutamina na luz.

No escuro, sem glutamina (Tabela 9) o menor valor de teor de
amido ocorreu em calos de folha (27,29 pg/g MS) e o maximo valor em
calos de raiz (54,70 pg/g MS), e com glutamina, os valores de
concentragBes de amido variaram de 5,05 pg/g MS, em n6 foliar a 14,94
pg/g MS, em calos de n6 cotiledonar e folha. Observa-se, na tabela 9,
que os tratamentos de calos cultivados na auséncia de glutamina, no
escuro, também foram superiores estatisticamente aos tratamentos
cultivados com glutamina no escuro. O tratamento que apresentou a
maior concentragdo de amido foi o de calos de raiz, cultivados sem
glutamina, no escuro (54,71 ug/g MS), seguido de epicétilo, hipocétilo,
né foliar e cotilédone (44,24; 42,12; 39,82; 31,24 uglg MS
respectivamente). O tratamento que apresentou o menor contelido de
amido foi o de calos de nd foliar, cultivados com glutamina, no escuro
(5,06 pg/g MS).

7.2.3.3. Efeito da glucose sobre os teores de proteinas totais, agucares
sollveis totais e amido a inducéo de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 10 indicam que o maior teor de proteinas
totais (6,17 pg/g MS, para calos de cotilédone) foi observado na luz, na
presenca de glutamina, enquanto que os maiores niveis de aglcares
sollveis totais e amido (114,17 pg/g MS e 54,64 ug/lg MS,
respectivamente) foram observados no escuro e na auséncia de
glutamina.

Na luz, na maioria dos tratamentos, exceto para hipocoétilo, a
glutamina aumentou os teores de proteinas totais. No escuro, contudo, a
presenca de glutamina diminuiu os niveis de proteinas na maioria dos
tratamentos, exceto para no cotiledonar e raiz, em que as concentragdes
de proteinas totais aumentaram com a presenca de glutamina.
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Tabela 10: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a concentracdo de proteinas totais, acuUcares sollveis totais e
amido de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas em
meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sdlido, suplementado com
118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5
UM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos.

Condicdo  Tipo de  Glutamina  Proteinas Aclcares Amido
de cultura  explante (mM) totais solGveis  totais  (ug/g MS)?
(ng/g MS)* (ng/g MS)*
Luz N6 0 2,77+0,09 14,88 +194 q 2,58+0,32t
cotiledonar
2,73 3,12+0,04 i 33,11+0,34 k 15,17 + 0,16 k
Folha 0 2,14 +0,06 k 22,94 + 0,36 mn 14,05 +0,131
2,73 3,95+0,06 f 53,64 +0,53 f 2547 +0,49 f
N¢ foliar 0 1,44 £0,06 m 31,00 + 1,131 18,17 £ 0,25 ij
2,73 3,34+0,06 h 21,70 0,64 n 7,00+0,76 p
Cotilédone 0 1,78+ 0,03 | 38,94+0,34]j 18,05 + 0,16 ij
2,73 6,17+0,05a 38,47 +0,48]j 23,35+0,26 g
Hipocétilo 0 2,82+0,03j 17,05+ 0,66 p 4,94+0,38r
2,73 2,18 0,06 k 529+0,36r 3,88+0,53s
Raiz 0 2,14 +0,08 k 49,050,449 18,88 £ 0,131
2,73 4,11+ 0,06 ef 23,23+0,21m 8,88+0,380
Epicétilo 0 3,27 0,03 hi 44,35+0,64 h 24,76 £0,25 f
2,73 4,11+ 0,04 ef 23,82+0,51m 12,47 £0,26 m
Escuro N6 0 3,21+ 0,03 hi 62,35+0,51e 30,58 +0,21e
cotiledonar
2,73 3,660,059 40,58 + 0,88 i 10,88 £0,62 n
Folha 0 4,30+0,02d 43,58 + 0,94 h 25,23+0,38 f
2,73 3,33+0,05h 39,94 + 0,32 i 2547+0,16 f
N6 foliar 0 5,08+0,02 b 67,35+0,21¢c 33,00+ 0,48d
2,73 4,60+0,03c 33,35+0,26 k 6,35+ 0,45 pq
Cotilédone 0 357+0,04¢9 65,41 +0,26d 40,23+0,38 b
2,73 2,14+0,24 k 39,29 + 0,26 ij 17,41+£0,38]
Hipocétilo 0 3,25+ 0,05 hi 47,82+0,26 g 21,47+0,21h
2,73 2,20+ 0,03 k 19,82 +0,34 0 3,17+ 0,53 st
Raiz 0 3,54+0,05¢ 114,17 £0,64 a 54,64 +0,13a
2,73 3,99+0,07 f 78,23+0,36 b 22,29+0,38h
Epicétilo 0 425+0,07de  63,94+0,16d 35,05+0,25¢
2,73 3,68+0,069 30,58 + 0,42 5,88+0,29 ¢

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

Na luz (Tabela 10), os valores de proteinas totais em calos
crescidos na auséncia de glutamina variaram de 1,44 pg/g MS, em calos
de né foliar a 3,27 ug/g MS, em calos de hipocétilo e com glutamina,
foram no minimo de 2,18 pg/g MS, em calos de hipocétilo e no maximo
de 6,17 pug/g MS, em calos de cotilédone.
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No escuro e sem glutamina (Tabela 10), os niveis de proteinas
totais variaram de 3,21 pg/g MS, em calos de n6 cotiledonar a 5,08 pg/g
MS, em calos de né foliar, enquanto que na presenca de glutamina
variaram de 2,14 pug/g MS, em calos de cotilédone a no méximo 4,60
pMg/g MS, em calos de nd foliar. Observa-se que o tratamento que
apresentou maior concentracdo de proteinas totais foi ng foliar, sem a
presenca de glutamina (5,09 pg/g MS), enquanto que nos tratamentos
cultivados na luz, o n6 foliar sem glutamina, foi o que apresentou a
menor concentracdo de 1,44 + 0,06 pg/g MS. Assim, na luz e na
presenca de glutamina, os calos produzidos a partir de cotilédone
apresentaram o nivel maximo deproteinas totais, enquanto que o menor
teor foi detectado em calos de no foliar, produzidos na luz, na auséncia
de glutamina.

Na luz, sem glutamina (Tabela 10) o menor teor de agUcares
solUveis totais foi detectado em calos de n6 cotiledonar (14,88 pg/g MS)
e 0 maior valor (49,05 pg/g MS), em calos de raiz, enquanto que, com
glutamina, os valores foram no minimo de 5,29 ug/g MS, em calo de
hipocétilo e no maximo de 53,64 pg/g MS, em calo de folha.

No escuro e sem glutamina (Tabela 10), os calos oriundos de
segmentos de raiz apresentaram 0s maiores niveis de aglcares sollveis
totais (114,17 pg/g MS). Nessas condi¢cbes de cultivo os teores de
acucares sollveis totais variaram de 47,82 pg/g MS, em calos de
hipocétilo ao maximo de 114,17 pg/g MS, em calos de raiz enquanto
gue com glutamina, os valores variaram de 19,82 pug/g MS, em calos de
hipocétilo a 78,23 pg/g MS, em calos de raiz. Assim, no escuro e
auséncia de glutamina, os calos produzidos a partir de raiz apresentaram
0s niveis maximos de agUcares sollveis totais, enquanto que o menor
teor foi detectado em calos de hipocotilo produzidos no escuro, na
presenca de glutamina.

Quanto ao amido, na luz, a presenca de glutamina (Tabela 10)
aumentou os teores de amido dos calos produzidos a partir de né
cotiledonar, folha e cotilédone e reduziu o teor de amido em calos de n6
foliar, hipocétilo, raiz e epicotilo. No escuro (Tabela 10), entretanto, na
maioria dos tratamentos, exceto em calos de folha, a presenca de
glutamina diminuiu o teor de amido nos calos. O maior teor de amido
(54,64 pg/g MS) foi detectado em calos produzidos a partir de raiz, no
escuro, sem glutamina, enquanto que o menor valor foi de 3,88 ug/g
MS, verificado em calos de hipocétilo produzidos na luz, na presenca de
glutamina.

Na luz e sem glutamina (Tabela 10) os valores de teores de amido
variaram de 2,58 pg/g MS, em calos de n6 cotiledonar a, no maximo,
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24,76 pg/lg MS, em calos de epicétilo e com glutamina os valores
variaram de 3,88 pg/g MS, em calos de hipocétilo a 25,47 pug/g MS, em
calos de folha. No escuro, sem glutamina (Tabela 10) o menor valor de
teor de amido ocorreu em calos de hipocétilo (21,47 pg/g MS) e o
maximo valor em calos de raiz (54,64 ug/g MS), e com glutamina, 0s
valores de concentragcdes de amido variaram de 3,17 pg/g MS, em calos
de segmentos de hipocétilo a 25,47 pg/g MS em calos de folha.

Na luz, o tratamento que apresentou o menor teor de amido foram
calos de no cotiledonar, cultivados sem glutamina na luz (2,58 ug/g
MS). No escuro, o0 tratamento que apresentou o menor contelido de
amido foram os calos de hipocotilo, cultivados com glutamina (3,18 +
0,53 pg/g MS).

7.2.3.4. Andlise comparativa dos efeitos das fontes de carbono sobre a
producdo de metabdlitos primarios em calos de Cedrela fissilis

A tabela 11 abaixo apresenta a compilagdo dos tratamentos que
apresentaram os melhores resultados para os metabolitos primarios
produzidos pelos calos, com a manipulacdo das diferentes fontes de
carbono estudadas. Verificam-se, quanto aos tipos de explantes, que
para proteinas totais, segmentos de cotilédone foram os melhores
explantes, quando as fontes de carbono foram sacarose ou glucose, mas
com frutose o melhor explante foi segmento de né cotiledonar. Ja para
0s acgUcares solUveis totais segmentos de cotilédone foram melhores,
quando a fonte de carbono foi a sacarose, mas para frutose e glucose, 0s
melhores valores foram obtidos com calos de raiz. Para o amido, 0s
maiores valores foram detectados em calos de n6 foliar, com a sacarose,
em calos de folha, com a frutose e em calos de raiz, com a glucose.

Quanto a eficiéncia da glutamina na producdo dos metabdlitos
primarios pelos calos, observa-se, na tabela 11 que, apenas quando a
fonte de carbono foi a glucose, a glutamina apresentou um efeito
promotor, mas apenas para a producdo de proteinas totais. Quanto a
necessidade de luz, verifica-se que, com sacarose, 0s maiores niveis de
proteinas totais, aclcares solUveis totais e amido foram obtidos em calos
cultivados na luz, enquanto que para a frutose a luz foi necessaria para
garantir a maior producdo de amido e para glucose, apenas para garantir
a maior producdo de proteinas totais. Nota-se que, para frutose e
glucose, os mesmos tipos de tratamentos apresentaram as maiores
concentracOes de acUcares solliveis totais.
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Tabela 11: Compilacdo dos melhores tratamentos (tipo de
explante, presenca/auséncia de glutamina, presenca/auséncia de luz) que
produziram as maiores concentracbes de proteinas totais, agucares
sollveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8
semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido,
suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73
mM de glutamina, 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.

Fontes de  Proteinas Acucares sollveis Amido
carbono totais totais
Sacarose Cotilédone Cotilédone, n6 foliar ~ NO foliar
Sem glutamina  Sem glutamina Sem glutamina
Luz Luz Luz
Frutose NG cotiledonar  Raiz Folha
Sem glutamina, Sem glutamina Sem glutamina
Escuro Escuro Luz
Glucose Cotilédone Raiz Raiz
Com glutamina  Sem glutamina Sem glutamina
Luz Escuro Escuro

Em termos quantitativos (tabela 12), apesar de ndo terem sido
realizadas as andlises estatisticas comparando as fontes de carbono, ¢é
possivel observar que com a sacarose, as maiores concentragfes de
proteinas totais (12,76 pg/g MS), aclcares sollveis totais (255,18 ug/g
MS) e amido (125,47 pg/g MS) detectadas nos calos, nos melhores
tratamentos, foram, pelo menos, duas vezes maior do que os valores
obtidos para frutose e glucose. Apenas em relacdo a frutose, a
concentracdo de proteinas totais nos calos cultivados com sacarose foi
apenas, 1,45 vezes maior.
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Tabela 12: Compilacdo dos maiores valores de concentracdo de
proteinas totais, agUcares sollveis totais e amido em calos de Cedrela
fissilis cultivados durante 8 semanas, em meio de cultura Murashige &
Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou
frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA.

Fontes de carbonc Proteinas totais ~ Acucares sollveis Amido

(ng/g MS)* (ng/g MS)* (Hg/g MS)
Sacarose 12,76 255,18 125,47
Frutose 8,80 129,41 64,88
Glucose 6,17 114,17 54,64

®Médias de no minimo cinco repetigdes.

7.3 ANALISES QUANTITATIVAS DE FENOLICOS TOTAIS,
FLAVONOIDES TOTAIS, CAROTENOIDES E CLOROFILA EM
CALOQOS DE Cedrela fissilis

Os experimentos, cujos resultados sdo apresentados a seguir
foram realizados com o objetivo de estudar o metabolismo secundario
dos calos de C. fissilis e as possibilidades de otimizacdo da producdo de
fendlicos totais, flavonoides totais, carotenoides e clorofilas através da
manipulacdo das fontes de carbono, concentra¢gbes de glutamina,
combinacBes de concentracBes de BAP e ANA, tipos de explantes,
presenca e auséncia de luz.

Nos experimentos em que foram estudados os efeitos das fontes
de carbono, devido a grande quantidade de dados obtidos, os resultados
sdo apresentados, para cada fonte de carbono, na forma de tabelas, para
melhor visualizagdo dos valores precisos de concentragcfes obtidos e das
diferencas estatisticas entre todos os tratamentos conduzidos.

7.3.1. Efeito de diferentes combinacGes de concentragfes de sacarose
e de glutamina sobre os teores de fendlicos totais, flavonoides,
carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis

Nos experimentos descritos a seguir foram quantificados os
fendlicos totais, flavonoides totais e carotenoides em calos de C. fissilis,
produzidos a partir de nos cotiledonares, ap6s 8 semanas de cultivo, em
meio de cultura MS suplementado 2,5 uM de BAP, 5 uM de ANA,
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0,2% de Phytagel (Sigma) e com concentra¢des de sacarose de 59 mM e
118 mM, em combinacdo com concentracdes de glutamina de 0, 2,73
mM e 5,46 mM.

Observa-se, pelos resultados apresentados na tabela 13 que, na
auséncia de glutamina, os maiores niveis de fenolicos totais e
flavonoides totais foram observados com sacarose 118 mM (22,84 ug/g
MS), enquanto que os maiores niveis de carotenoides ocorreram com 59
mM de sacarose (0,70 pg/g MS). Porém, com 118 mM de sacarose e
com 2,73 mM glutamina foram produzidas as maiores concentragdes de
fendlicos totais (26,27 pg/g MS) e de flavonoides totais (0,54 ug/g MS)
e com 118 mM de sacarose e com 5,46 mM de glutamina foram
produzidas as maiores concentragdes de carotenoides (1,14 pg/g MS).

Verifica-se que a menor concentracdo de fendlicos totais (11,50
Ho/g MS) foi observada em calos cultivados com 59 mM de sacarose e
na auséncia de glutamina, enquanto que as menores concentragdes de
flavonoides totais (0,09 pg/g MS) foram apresentadas pelos calos
crescidos com 118 mM de sacarose, na auséncia de glutamina. Os
menores niveis de carotenoides (0,69 pg/g MS e 0,70 pg/lg MS)
ocorreram nos calos crescidos na presenca de 59 mM de sacarose e na
auséncia ou presenca de 2,73 mM de glutamina.

Tabela 13: Efeito de concentracGes de sacarose e glutamina sobre o
conteido de fendlicos totais, flavonoides totais e carotenoides de calos
de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, a partir de nds
cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sélido,
suplementado com 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA. Em negrito os
melhores tratamentos. Em negrito os melhores tratamentos.

Sacarose Glutamina Fendlicos Flavonoides  Carotenoides
(mM) (mM) totais totais (Hg/g MS)?
(ug/g MS)* (ug/g MS)*

59 0 11,50+0,14d 0,27+001c 0,70+£0,00¢e
59 2,73 16,91+0,09¢c 0,14+0,03d 0,69+0,00¢e
59 5,46 16,45+0,23¢ 0,26+0,05¢c 1,03+0,02b
118 0 2284+139b 0,09+0,03d 0,74+0,01d
118 2,73 26,27 +0,47a 054+007a 0,78+0,01c
118 5,46 2328+1,03b 0,43+001b 1,14+0,01a

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.
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Observa-se, pelos resultados apresentados na tabela 14, que o
maior teor de clorofila a (0,25 pg/g MS) ocorreu com 59 mM de
sacarose e 5,46 mM de glutamina e os maiores niveis de clorofila b
(0,11 pg/g MS e 0,12 pg/g MS) foram observados com 59 mM de
sacarose e 5,46 mM de glutamina e com 118 mM de sacarose e 2,73
mM de glutamina. Com 118 mM de sacarose, a presencga de 5,46 mM de
glutamina promoveu a sintese de clorofila a em relagdo aos tratamentos
com 2,73 mM ou auséncia de glutamina, mas ndo houve efeito da
glutamina sobre os niveis de clorofila b. As menores concentragdes de
clorofila a ocorreram com sacarose 59 mM, com 2,73 mM de glutamina
e de clorofila b com 59 mM ou 112 mM de sacarose, na auséncia de
glutamina, com 59 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina e com 118
mM e 5,46 mM de glutamina.

Tabela 14: Efeito de concentragdes de sacarose e glutamina sobre os
conteudos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis cultivados,
durante 8 semanas, a partir de nds cotiledonares em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 2,5 uM de BAP e
5 UM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos.

Sacarose Glutamina Clorofila a Clorofila b
(mM) (mM) (ug/g MS)* (ug/g MS)*
59 0 0,14 +0,00d 0,08+0,01c
59 2,73 0,12+0,00¢ 0,09 £ 0,01 bc
59 5,46 0,25+0,00a 0,12+0,00a
118 0 0,15+0,00¢c 0,10 £ 0,01 bc
118 2,73 0,15+0,01c 0,11 +0,02 ab
118 5,46 0,17+0,00 b 0,10 £ 0,00 bc

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

A tabela 15 abaixo sumariza os tratamentos que produziram os
melhores resultados para a producdo de fendlicos totais, flavonoides
totais, carotenoides, clorofila a e clorofila b pelos calos de C. fissilis,
através da manipulacdo das concentracdes de sacarose e de glutamina.
Os resultados indicam que, com 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA, 118
mM de sacarose combinada com concentracdes especificas de glutamina
foram eficientes para otimizar a producdo de fendlicos totais,
flavonoides e carotenoides.
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Tabela 15: Concentracbes de sacarose e de glutamina que produziram
as maiores concentragdes de fendlicos totais, flavonoides totais e
carotenoides em calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas,
a partir de nos cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog,
semi-solido, suplementado com 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA. Em
negrito os melhores tratamentos.

Parametros Tratamentos

Fenolicos totais 118 mM sacarose + 2,73 mM
glutamina

Flavonoides totais 118 mM sacarose + 2,73mM
glutamina

Carotenoides 118 mM sacarose + 5,46 mM

Clorofila a glutamina
59 mM sacarose + 546 mM
glutamina

Clorofilab 59 mM sacarose + 5,46 mM
glutamina
118 mM sacarose + 2,73 mM
glutamina

7.3.2. Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinacdes de
concentracdes de BAP e ANAsobre os teores de fendlicos totais,
flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis

Nesses experimentos foram quantificados os fenélicos totais,
flavonoides totais, carotenoides e clorofilas a e b em calos de C. fissilis,
produzidos a partir de nos cotiledonares, apds 8 semanas de cultivo, em
meio de cultura MS suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou
glucose, 2,73 mM de glutamina, 0,2% de Phytagel (Sigma) e com
diferentes combinacdes de concentra¢des de BAP e ANA.

Através dos resultados mostrados na tabela 16 observa-se que as
maiores concentracBes de fendlicos totais (23,61 pg/lg MS) e
carotenoides (1,82 pg/g MS) ocorreram em calos cultivados com
sacarose, mas em combinacdes de 2,5 UM de BAP e 2,5 uM de ANA e
de 5 uM de BAP e 2,5 uM de ANA, respectivamente. Contudo, os
maiores niveis de flavonoides (0,70 pg/g MS) foram detectados em
calos cultivados com glucose, 2,5 de BAP e 2,5 de ANA.

Em calos cultivados com sacarose a maior concentracdo de
flavonoides (0,59 pg/g MS) foi observada nas concentragdes de 5 UM de
BAP com 2,5 uM de ANA. Com frutose, as maiores concentraces
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fendlicos totais (13,56 pg/g MS), flavonoides (0,32 a 0, 35 pg/g MS) e
carotenoides (1,59 pug/g MS) ocorreram, respectivamente, nas
combinacdes de 2,5 uM e 5 uM de BAP com 2,5 UM de ANA, 5 uM de
BAP com 2,5 uM e 5 uM de ANA e com 5 uM de BAP e 2,5 uM de
ANA. Com glucose, os maiores teores de carotenoides (0,87 ug/g MS)
foram observados na combinagdo de 2,5 uM de BAP e 2,5 uM de ANA
(e 5 UM de BAP e 2,5 uM de ANA, para os fendlicos totais) , nas
mesmas concentragdes em que foram detectados os maiores niveis de
flavonoides totais (0,70 pg/g MS ) e fendlicos totais (14,61 pg/g MS e
15,19 pg/g MS).

Com sacarose, as menores concentragdes de fendlicos totais (16,
49 ug/g MS), flavonoides (0,16 pg/g MS) e carotenoides (0,72 pg/g
MS) ocorreram com 2,5 pM de BAP e 5 pM de ANA. As menores
concentracGes de fenolicos totais (8,68 pg/g MS) e flavonoides totais
(0,05 pg/g MS) foram verificadas com frutose, 2,5 de BAP e 5 de ANA
e de carotenoides (0,49 pg/g MS ) , com glucose nas concentragGes de
2,5 de BAP e 5 de ANA.

Tabela 16: Efeito de fontes de carbono e de combinagdes de BAP e
ANA sobre o conteldo de fendlicos totais, flavonoides totais e
carotenoides de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas,
a partir de nos cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog,
semi-sélido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose
e 2,73 mM de glutamina. Em negrito os melhores tratamentos.
Fonte de BAP ANA  Fendlicos Flavonoides Carotenoides
carbono (uM)  (UM)  Totais totais (ng/g MS)?
(Mg/gMS)*  (ug/g MS)*
Sacarose 2,5 5,0 16,49+141c¢ 0,16 +0,02 f 0,72+0,00 h
5,0 2,5 20,08+1,07b 0,59+0,02b 1,82+0,00 a
2,5 2,5 2361+139a 050+0,02c 1,24+0,01c
5,0 5,0 21,74+0,15b 0,56+0,04bc 0,95+0,00¢e
Frutose 2,5 5,0 8,68+0,31f 0,06+0,01g 0,67 £0,00j
5,0 2,5 13,56 +1,07de 0,35+0,04de 159+0,01b
2,5 2,5 13,56 +1,07de 0,32+0,03de 0,85+0,009
5,0 5,0 12,24+0,04e 0,33+0,05de 1,12+0,00d
Glucose 2,5 5,0 9,18+0,44f 0,27 +£0,02e 0,49+0,001
5,0 2,5 15,19+ 1,05¢cd 0,38+0,07d 0,69+0,00i
2,5 2,5 14,61+0,11d 0,70+0,03a 0,87+0,00f
5,0 5,0 9,34+0,43f 0,29+0,09de 0,65+0,00k
®Médias de cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o teste de Tukey
(p<0,05). MS= massa seca.
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Através dos resultados mostrados na tabela 17 observa-se que a
maior concentracdo (0,40 pg/g MS) de clorofila a ocorreu em calos
cultivados com glucose, na presenca de 5 UM de BAP e 2,5 uM de
ANA, enquanto que as maiores concentracfes de clorofila b (0,14 pg/g
MS) foram observadas, com sacarose e concentragfes de 2,5 UM de
BAP e 2,5 UM de ANA, e com glucose, nas concentragdes de 5 uM de
BAP e 2,5 uM de ANA.

Com sacarose e frutose os maiores teores de clorofila a (0,31
Hg/g MS e 0,28 pg/g MS) ocorreram, respectivamente, com 2,5 uM de
BAP e 2,5 uM de ANA. Com frutose a maior concentracdo de clorofila
b (0,11 pg/g MS) foi observada também nas concentragdes de 2,5 UM
de BAP € 2,5 uM de ANA.

O tratamento que apresentou as menores concentracdes de
clorofilas a e b foi aquele em que os calos foram cultivados em glucose,
nas concentracdes de 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA. Com sacarose 0s
menores teores de clorofilas a e b ocorreram com 5 UM de BAP ¢ 5 uM
de ANA.

Tabela 17. Efeito de fontes de carbono e de combinagBes de BAP e
ANA sobre os contetdos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis
cultivados, durante 8 semanas, a partir de nos cotiledonares em meio de
cultura Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM
de sacarose, frutose ou glucose e 2,73 mM de glutamina. Em negrito os
melhores tratamentos.

Fonte de BAP ANA Clorofilaa Clorofila b
carbono (UM) (uM) (ug/g MS)° (1g/g MS)°
Sacarose 2,5 5,0 0,18 +0,00 f 0,10 + 0,00 de
5,0 2,5 0,26 + 0,00 d 0,12+0,00b
2,5 2,5 0,31+0,00b 0,14+0,00a
5,0 5,0 0,13+0,00 h 0,09 + 0,00 ef
Frutose 2,5 5,0 0,24+0,01e 0,08+0,01f
5,0 2,5 0,24+0,00¢e 0,08 +0,00 f
2,5 2,5 0,28+0,00¢ 0,11 +0,00 cd
5,0 5,0 0,24+0,00¢e 0,09+0,00 f
Glucose 2,5 50 0,08 +0,00 i 0,04+0,00g
5,0 2,5 0,40+0,00a 0,14+0,00a
2,5 2,5 0,28+0,00¢ 0,12 + 0,00 bc
5,0 5,0 0,14+0,00g 0,09 +0,00 f

®Meédias de cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna ndo
diferem significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o
teste de Tukey (p<0,05). MS= massa seca.
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A tabela 18 abaixo sumariza os tratamentos que produziram os
melhores resultados para a producdo de fendlicos totais, flavonoides
totais, carotenoides, clorofila a e clorofila b pelos calos de C. fissilis,
através da manipulacdo das fontes de carbono e das concentracdes de
BAP e ANA. Os resultados indicam que, na presenca de 118 mM da
fonte de carbono e 2,73 mM de glutamina séo requeridos tipos de fontes
de carbono e concentracdes de BAP e ANA especificas para otimizar a
producdo de cada um dos parametros estudados.

Tabela 18: Concentracfes de BAP e ANA que produziram as maiores
concentracOes de fenolicos totais, flavonoides totais e carotenoides em
calos de Cedrela fissiliscultivados, durante 8 semanas, a partir de nés
cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sélido,
suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou glucose e 2,73 mM

de glutamina.

Pardmetros Tratamentos

Fendlicos totais Sacarose + 2,5 uM BAP +2,5 uM ANA

Flavonoides totais Glucose + 2,5 uM BAP +2,5 uM ANA

Carotenoides Sacarose + 5 uM BAP + 2,5 uM ANA

Clorofila a Glucose + 5 uM BAP + 2,5 uM ANA

Clorofila b Sacarose + 2,5 uM BAP + 2,5 uM ANA
Glucose + 5 uM BAP + 2,5 uM ANA

7.3.3 Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e
presenca e auséncia de luz sobre os teores de fendlicos totais,
flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b em calos de Cedrela
fissilis

Nesses experimentos foram quantificados os fendlicos totais,
flavonoides totais, carotenoides, clorofilas a e b em calos de C. fissilis,
produzidos, apds 8 semanas de cultivo, a partir de diferentes tipos de
explantes cultivados em meio de cultura MS, suplementado com 118
mM de sacarose, glucose ou frutose, 2,73 mM de glutamina, 2,5 pM de
BAP, 5 uM de ANA e 0,2% de Phytagel (Sigma). Os carotenoides
foram analisados apenas em calos cultivados na luz devido ao baixo teor
verificado nos calos cultivados no escuro.
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7.3.3.1 Efeito da sacarose sobre os teores de fenolicos totais,
flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 19 indicam que, com sacarose, 0s maiores
teores de fenolicos totais e flavonoides totais foram observados na luz
em calos de cotilédone cultivados na presenca de glutamina, enquanto
gue o maior teor de carotenoides foi detectado na luz, em calos de folha,
na auséncia de glutamina. Assim, calos de cotilédone, na presenca de
glutamina, apresentaram os maiores teores de fendlicos totais (51,35
Hg/g MS) e flavonoides totais (1,35 pg/g MS), mas o maior nivel de
carotenoides foi observado, na luz, em calos obtidos a partir de folha
(2,22 pg/g MS), mas na auséncia de glutamina. As analises ndo foram
efetuadas para calos de folha na luz, pois com sacarose a biomassa de
calos foi insuficiente para as anélises.
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Tabela 19: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a concentragdo de fendlicos totais, flavonoides totais e
carotenoides de calos de Cedrela fissiliscultivados durante 8 semanas
em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido, suplementado
com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP
e 5 uM de ANA. Em negrito os melhores tratamentos.

Condicdo  Tipo de explante  Glutami Fendlicos Flavonoides Carotenoides
de cultura na totais totais (nglg MS)?
(mM)  (ug/g MS)* (ng/g MS)*
Luz N6 cotiledonar 0 18,22 + 1,04 gh 0,97 +0,04d 0,73+0,01j
2,73 17,47 £ 1,15 gh 1,16 £0,02 b 0,39+ 0,00 k
Folha 0 26,75+097e 0,83+ 0,03 ef 2,22+0,01a
2,73 - - -
N6 foliar 0 2575+ 117e 0,69+ 0,12 gh 1,37 +0,01d
2,73 10,91 + 1,67 ki 0,77 +0,01 fg 0,73+0,00
Cotilédone 0 26,66 +2,14e 0,83+ 0,01 ef 1,21+0,01e
2,73 51,35t 1,74a 1,35+0,09 a 1,63+0,00b
Hipocétilo 0 21,96+ 1,62 f 1,09+0,12bc  1,39+0,00c
2,73 12,50 £1,51ijk  0,95+0,04d 0,78+ 0,00 i
Raiz 0 31,86 +2,80cd 0,37 + 0,06 jk 0,86+0,01g
2,73 28,59 + 1,46 de 0,30 + 0,06 kl -
Epicétilo 0 12,69 +231ijk  0,23+0,03 Im 0,80+0,03h
2,73 14,71 + 2,15 hij 1,04+0,04cd  0,91+0,00f
Escuro N6 cotiledonar 0 18,91 £ 0,95 fg 0,77 +0,02 fg
2,73 10,98 + 0,87 kI 0,41+ 0,02 ij
Folha 0 33,86 + 3,16 hc 0,50+0,01i
2,73 36,36 +1,33b 0,93+ 0,01 de
N6 foliar 0 12,96 £0,10ijk  0,50+0,04i
2,73 12,45+0,10ijk  0,15+0,04 m
Cotilédone 0 19,54 £ 0,59 fg 1,03+0,01 cd
2,73 16,04 + 1,07ghi 0,69 + 0,05 gh
Hipocétilo 0 11,16 + 0,35 jki 0,49+0,04 i
2,73 7,661,031 0,24 +0,00 Im
Raiz 0 17,97 £1,12 gh 0,31 +0,01 jkl
2,73 10,89 + 0,49 kl 0,52+0,01i
Epicétilo 0 18,45+ 0,82 fg 0,65+0,05h

2,73 18,52 +2,48 fg 0,37 £ 0,06 jk

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca. - Biomassa insuficiente (ndo ocorreu formagéo de
calos).

Na luz, na maioria dos tratamentos (Tabela 19), exceto para né
cotiledonar, cotilédone e epicétilo, a glutamina diminuiu os teores de
fendlicos totais. O mesmo efeito inibidor da glutamina foi verificado no
escuro, em que, apenas houve aumento dos fendlicos totais na presenca
de glutamina em calos originarios do cultivo de segmentos de folha. Em
alguns casos como, nos calos produzidos a partir de nd cotiledonar na
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luz, n6 foliar e epicotilo, no escuro a glutamina ndo influenciou a
formacéo de fenolicos totais.

Na tabela 19, observa-se que o tratamento que apresentou maior
contetido de fendlicos totais foi o de calos de cotilédone, cultivados com
glutamina (51,35 * 1,74 pg/g MS), sendo que os demais tratamentos que
apresentaram teores significativos foram de calos cultivados sem
glutamina (raiz= 31,86 + 2,80; folha= 26,75 + 0,97; cotilédone= 26,66 +
2,14; n6 foliar= 25,75 £+ 1,17; hipocétilo= 21,96 + 1,62 ug/g MS). O
tratamento que apresentou a menor concentracao de fendlicos totais foi
0 de calos de nd foliar, cultivados com glutamina (10,91 + 1,67 ug/g
MS). No tratamento em que foram utilizados segmentos de folha
cultivados com glutamina, ndo houve formagéo de calos.

Assim, na luz e sem glutamina, os niveis de fendlicos totais
foram no minimo de 12,69 ug/g MS, em calos de epicétilo e no maximo
de 31,86 pg/g MS, em calos de raiz, enquanto que, com glutamina, o
menor valor foi observado para os calos de né foliar (10,91 pg/g MS) e
o maior valor (51,35 pug/g MS) em calos de cotilédone.

A tabela 19 apresenta os niveis de fendlicos totais para 0s
tratamentos cultivados no escuro. Observa-se que o0s tratamentos
realizados com segmentos de folhas, cultivados com e sem glutamina
apresentaram os maiores teores destes compostos (36,36 £ 1,33; 33,86 +
1,00 pg/g MS respectivamente). A presenca de glutamina no meio de
cultura ndo alterou as concentragfes dos compostos fendlicos totais, em
calos de folha, né foliar, cotilédone, hipocotilo e epicétilo cultivados no
escuro. No escuro, o tratamento que apresentou a menor concentracdo
de fendlicos totais, foi o de calos de hipocoétilo, cultivados com
glutamina (7,66 £ 1,03 pg/g MS).

Com relagdo aos flavonoides totais, por outro lado, observa-se
que na luz, na maioria dos tratamentos a glutamina estimulou a sintese
de flavonoides, exceto em calos de hipocétilo e raiz. No escuro, na
presenca de glutamina, houve diminuicdo na producdo de flavonoides
nos calos de né cotiledonar, n6 foliar e hipocétilo e promogéo em calos
de folha, cotilédone e raiz (Tabela 19).

Na tabela 19 observa-se que, na luz, o tratamento que apresentou
significativamente o maior conteido de flavonoides foi o de calos de
cotilédone, cultivados com glutamina (1,35 + 0,02 pg/g MS). Ja entre os
tratamentos realizados na auséncia de glutamina, o tratamento que
apresentou maior teor deste composto foi o de calos de hipocétilo (1,09
+ 0,02 pg/g MS). Entre todos os tratamentos, 0 que apresentou menor
contetdo de flavonoides foi o de calos de epicétilo, cultivados sem
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glutamina (0,23 + 0,03 pg/g MS). No tratamento em gque segmentos de
folha foram cultivados com glutamina ndo ocorreu formag&o de calos.

Entre os tratamentos cultivados no escuro (Tabela 19), observa-se
que para cada tipo de explante houve diferenca significativa, quanto aos
niveis de flavonoides, entre aqueles cultivados com glutamina e sem
glutamina, O tratamento que significativamente apresentou maior
concentracdo de flavonoides foi o realizado com calos de cotilédone,
cultivados sem glutamina (1,03 £ 0,01 pg/g MS). O tratamento que
apresentou 0 menor contetdo de flavonoides foi o realizado com calos
de hipocétilo, cultivados com glutamina (0,24 + 0,00 pg/g MS).

Na auséncia de glutamina, na luz, os teores de flavonoides
variaram de 0,23 pg/g MS, em calos de epicotilo, a 1,09 pg/g MS, em
calos de hipocétilo e no escuro, variaram de 0,31 pg/g MS, em calos de
raiz a 1,03 pg/g MS, em calos de cotilédone. No escuro, o maior teor de
fendlicos totais foi observado em calos de folha (33,86 pg/g MS e 36.36
Mg/g MS), tanto na presenga como na auséncia de glutamina e o maior
nivel de flavonoides totais (0,93 pg/g MS), também foi verificado em
calos de folhas cultivados com glutamina.

Os teores de carotenoides aumentaram na presenca de glutamina,
em calos oriundos de cotilédone, e epicétilo, mas diminuiram em calos
de né cotiledonar, no foliar e hipoc6tilo (Tabela 19). Observa-se ainda
que, os teores de carotenoides diferiram significativamente entre os tipos
de tratamentos estudados e que o tratamento de calos de folha,
cultivados sem a glutamina, apresentou maior concentragdo de
carotenoides (2,22 + 0,01 pg/g MS), enquanto que o tratamento de nd
cotiledonar, cultivado na presenca de glutamina, na luz apresentou a
menor concentracdo (0,39 + 0,00 pg/g MS). As concentracbes de
carotenoides para os tratamentos cultivados sem a glutamina foram
maiores estatisticamente (n6 cotiledonar = 0,73 pg/g MS; hipocotilo=
1,39 £ 0,00; n6 foliar= 1,37 £ 0,01; cotilédone= 1,21 £ 0,01 pg/g MS)
do que os tratamentos com glutamina. Para cotilédone e epicétilo, a
presenca de glutamina aumentou significativamente os teores de
carotenoides (cotilédone= 1,63 £ 0,00; epicétilo= 0,91 + 0,00 pg/g MS).
No tratamento de segmentos de folha cultivados com glutamina e
sacarose ndo houve a formacao de calos.

Os resultados apresentados na tabela 20 indicam que os calos de
cotilédone, cultivados com glutamina apresentaram significativamente a
maior concentracdo de clorofila a e clorofila b, diferindo dos demais
tratamentos analisados (1,06 + 0,00; 0,44 = 0,00 pg/lg MS
respectivamente), sendo que o tratamento de folha, cultivado sem
glutamina apresentou significativamente a segunda maior concentracao
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para clorofila a e b (0,82 £ 0,01; 0,33 £ 0,01 pg/g MS respectivamente).
Observa-se que, para os calos de nos foliares e cotilédone a presenca de
glutamina aumentou as concentracGes de clorofila a e no caso da
clorofila b, as concentracbes foram aumentadas na presenca de
glutamina em calos de cotilédone, hipocétilo, raiz e epicotilo.

O tratamento que apresentou a menor concentracdo para a
clorofila a, foi o de calos de raiz, cultivados com glutamina (0,06 + 0,00
Hg/g MS) e para a clorofila b, o tratamento que apresentou a menor
concentracdo foi o de calos de cotilédone e epicdtilo, cultivados sem
glutamina (0,008 + 0,00; 001 <+ 000 pg/lg MS
respectivamente).Observa-se ainda que, as concentragdes de clorofilas a
e b se variaram entre os tipos de explante, sendo, em alguns tratamentos,
significativamente iguais, como no caso da clorofila a para né
cotiledonar com glutamina e n6 foliar sem glutamina.
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Tabela 20: Efeito da sacarose, tipo de explante e glutamina sobre os
contetdos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilisiniciados a
partir de diferentes tipos de explantes cultivados na luz, durante 8
semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido,
suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina,
2,5 UM de BAP e 5 UM de ANA.

Tipo de Glutamina Clorofila a Clorofilab
explante (mM) (ng/g MS)? (ng/g MS)?
NGO cotiledonar 0 0,46 +£0,01e 0,15 £0,00d
2,73 0,30+0,00¢g 0,16 +0,00d
Folha 0 0,82+0,01b 0,33 £0,01b
2,73 - -
N6 foliar 0 0,30+0,01¢g 0,18 £0,00¢c
2,73 0,32+0,00f 0,17 £0,00¢c
Cotilédone 0 0,66+0,01c 0,008 £0,00j
2,73 1,06 +0,00a 0,44 +0,00a
Hipocotilo 0 0,51+0,01d 0,01 £0,00i
2,73 0,21+£0,00i 0,12 +0,00 f
Raiz 0 0,27+0,01h 0,03 £0,00h
2,73 0,06 £0,00 k 0,06 £0,00¢g
Epicotilo 0 0,18+0,00]j 0,007 +0,00]
2,73 0,17+£0,00j 0,13 £0,00e

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na
coluna ndo diferem significativamente entre si.

7.3.3.2 Efeito da frutose sobre os teores de fendlicos totais, flavonoides,
carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 21 indicam que, com frutose, 0s maiores
teores de fendlicos totais (33,31ug/g MS) foram observados em calos
produzidos a partir de n6 cotiledonar, na auséncia de glutamina. Os
maiores niveis de flavonoides e carotenoides, contudo foram detectados,
na luz, em calos de folha, na auséncia de glutamina (1,71 pug/g MS), e de
folha, na presenca de glutamina (5,39 pg/g MS), respectivamente.

Na luz, na maioria dos tratamentos, exceto em calos de raiz e
epicotilo, e no escuro, exceto em calos de raiz, a glutamina reduziu os
teores de fendlicos totais. O mesmo ocorreu para os flavonoides totais,
com excecdo de calos de né foliar e epicotilo, na luz, e de hipocétilo e
raiz, no escuro. Entretanto, as concentragdes de carotenoides
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aumentaram na presenga de frutose e glutamina, em todos o0s
tratamentos, com excecdo dos calos de nd foliar, em que houve
diminuicdo da concentracéo.

Os tratamentos que apresentaram os menores teores de fendlicos
totais, flavonoides totais e carotenoides, na presenca de frutose foram,
respectivamente, os calos produzidos a partir de segmentos de
hipoc6tilo, com glutamina, no escuro (2,34 pg/g MS), calos de epicétilo,
com glutamina, no escuro (0,10 pg/g MS) e calos de epicétilo, sem
glutamina na luz (0,64 pg/g MS).
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Tabela 21: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a concentracdo de fendlicos totais, flavonoides totais e
carotenoides de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas
em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido, suplementado
com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e

5 UM de ANA.
Condicéo Tipo de Glutamina  Fendlicos Flavonoides Carotenoides
de cultura explante (mM) totais totais (ng/g MS)?
(ng/g MS)* (ng/g MS)*
Luz N6 0 7,02+0,21 hi 0,83+0,06d 1,05+0,10¢g
cotiledonar
2,73 5,88 + 0,35 ijkl 0,71+0,15df  1,23+0,04¢g
Folha 0 1481+131b 1,71+ 0,06 a 3,17+0,10d
2,73 11,20+ 0,33 cd 1,42+0,02b 5,39+ 0,06 a
N¢ foliar 0 8,64 + 0,57 fg 0,19 +0,07 jk 1,21+£0,03¢9
2,73 4,30+ 0,24 mn 0,69+0,03df 1,19+0,02g
Cotilédone 0 1541+122b 1,55+0,06 b 3,57+0,07¢c
2,73 6,62 + 0,61 hij 1,27+£0,07c 491+0,17b
Hipocétilo 0 6,52 + 0,30 hijk 0,80 +0,04 d 0,69+0,02h
2,73 4,50+ 0,79 Imn 0,57+0,07efg  1,90+0,06 e
Raiz 0 12,57 +0,82¢ 0,20 +0,04 jk 1,04+£0,019
2,73 15,02+0,14b 0,19 +0,09 jk 1,65+0,25f
Epicétilo 0 4,83+0,55 Imn 0,37 +0,03 hi 0,64+0,05h
2,73 6,59 * 0,45 hij 0,64 +0,05 f 1,20+0,11¢g
Escuro N6 0 33,31+043a 0,37 0,02 hi
cotiledonar
2,73 7,24 + 0,58 ghi 0,43 +0,08 ghi
Folha 0 11,77 +1,43cd 0,33+0,05 ij
2,73 10,60 + 0,14 de 0,48 + 0,02 efg
N6 foliar 0 6,84 + 0,15 hij 0,48 + 0,00
efghi
2,73 4,12+ 0,56 mn 0,15+ 0,03 k
Cotilédone 0 7,49+ 0,61 gh 0,68 £ 0,03 def
2,73 5,14 +0,03klmn 0,48+ 0,06 egh
Hipocétilo 0 9,14+0,16 f 0,24 +0,01 ijk
2,73 2,34+0,220 0,32+ 0,02 ij
Raiz 0 5,42 + 0,36 jklm 0,32+ 0,05 ij
2,73 14,80 £0,13 b 0,39 + 0,03 hi
Epicétilo 0 9,60 + 0,53 ef 0,26 + 0,01hijk
2,73 3,79+0,17n 0,10+ 0,01 k

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

Na presenca de frutose, os maiores niveis de fendlicos totais, na
luz e na auséncia de glutamina (Tabela 21), foram observados em calos
de cotilédone (15,41 ug/g MS), enquanto que com glutamina, em calos
raiz (15,02 pg/g MS). Na luz a presenca de glutamina no meio de
cultura aumentou a producdo de fendlicos totais apenas em calos de raiz
e epicotilo, diminuindo nos demais tratamentos (Tabela 21).Observa-se
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também que o tratamento que apresentou a menor concentracdo foi
aquele em que foram utilizados segmentos de né foliar para inducéo de
calos, cultivados com glutamina (4,30 + 0,24 pug/g MS).

A tabela 21, que apresenta os niveis de fendlicos totais, em calos
cultivados em frutose e no escuro mostra que, em todos os tratamentos,
exceto com folha, os calos cultivados com glutamina apresentaram
niveis de compostos fenolicos significativamente diferentes daqueles
cultivados sem glutamina. O tratamento que apresentou maior valor foi
0 de calos produzidos a partir de nds cotiledonares cultivados sem
glutamina (33,31 * 0,43 pg/g MS), quando comparados com 0s outros
tratamentos. Observa-se ainda que o tratamento que apresentou 0 menor
contetdo de fendlicos totais foi calos de hipocétilo, cultivados com
glutamina (2,34 £ 0,22 pg/g MS).

Quanto aos flavonoides, com frutose e na luz (Tabela 21) os calos
originarios de folha, na auséncia de glutamina produziram a maior
concentracdo (1,71 pg/g MS) e no escuro (Tabela 21), os maiores niveis
de flavonoides foram detectados em calos de cotilédone (0,68 pg/g MS),
também na auséncia de glutamina. Verifica-se que, na luz, apenas para
os calos de nd cotiledonar e raiz a glutamina ndo afetou os niveis de
flavonoides, sendo que em todos os outros tratamentos a presenca de
glutamina aumentou (n6 foliar, epicotilo) ou diminuiu (folha,
cotilédone, hipocétilo) as concentragBes desses compostos.

Na tabela 21, observa-se que, na presenca de frutose e no escuro,
os calos apresentaram menores concentragdes de flavonoides, do que
quando comparados com calos cultivados na luz (Tabela 21). O
tratamento que apresentou maior concentragdo de flavonoides foi o de
calos produzidos a partir da cultura de segmentos de cotilédones
cultivados sem glutamina (0,68 + 0,03 pg/g MS). J& o tratamento que
apresentou o menor contetdo de flavonoides foi o de calos de epicdtilo,
cultivados com glutamina (0,10 + 0,01 pg/g MS). Verifica-se que, no
escuro, em todos os tratamentos, exceto folha e nd foliar, a presenca de
glutamina nao afetou os niveis de flavonoides nos calos.

Os niveis de carotenoides, com frutose, na luz (Tabela 21) foram
maiores em calos de folhas cultivados com glutamina (5,39 £ 0,06 pg/g
MS). Os tratamentos de cotilédone cultivados com ou sem glutamina e
de folha, cultivados sem glutamina também apresentaram niveis
elevados de carotenoides variando de 3,17 £ 0,10 a 4,91 + 0,17 pg/g
MS, respectivamente. Ja os tratamentos que apresentaram 0s menores
conteudos de carotenoides foram os calos de hipocétilo e epicétilo (0,69
+0,02; 0,64 + 0,05 pg/g MSrespectivamente).
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Através dos resultados apresentados na tabela 22 verifica-se que,
com frutose, os maiores teores de clorofila a (1,06 e 1,04 pg/g MS)
foram observados em calos produzidos a partir de segmentos de folha e
cotilédone, na auséncia de glutamina e a maior concentracdo de clorofila
b (0,45 pg/g MS) ocorreu em calos provenientes do cultivo de
segmentos de folha, também na auséncia de glutamina. As menores
concentracbes de clorofilas a (0,22 pg/g MS) e b (0,01 pg/g MS)
ocorreram em calos de hipocotilo, na auséncia de glutamina e em calos
de no foliar, também na auséncia de glutamina.

As concentracBes de clorofila a diminuiram na presenca de
glutamina, na maioria dos tratamentos com frutose, exceto nos calos
produzidos a partir de segmentos de hipocétilo. Por outro lado, as
concentracGes de clorofila b aumentaram, na presenca de glutamina, na
maioria dos tratamentos, sendo que diminuiram apenas em calos de
folha. Em calos produzidos a partir de segmentos de hipocétilo a
producdo de clorofila b ndo foi afetada pela glutamina.
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Tabela 22: Efeito da frutose, tipo de explante e glutamina sobre os
contetdos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilisiniciados a
partir de diferentes tipos de explantes cultivados na luz, durante 8
semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido,
suplementado com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5

UM de BAP e 5 uM de ANA.

Tipo de explante  Glutamina Clorofila a Clorofila b
(mM) (ug/g MS)® (ug/g MS)®
N6 cotiledonar 0 0,43+0,01e 0,08 +0,00 h
2,73 0,33+0,00f 0,11 + 0,00 ef
Folha 0 1,05+0,00 a 0,45+0,00a
2,73 0,86 +0,00 b 0,27 +0,00¢c
N6 foliar 0 0,55+0,01d 0,01£0,00]j
2,73 0,25+0,00¢ 0,10+ 0,00 fg
Cotilédone 0 1,04 +£0,00 a 0,42+0,00b
2,73 0,76 +0,00 ¢ 0,25 +0,00d
Hipocdtilo 0 0,22+0,01¢g 0,11 £ 0,00 ef
2,73 0,32 +0,00f 0,12+0,00 e
Raiz 0 0,35+0,02 f 0,04 +0,01i
2,73 0,23+0,00¢ 0,09 £ 0,00 gh
Epicotilo 0 0,36 +0,07 f 0,06 +0,03 i
2,73 0,24+0,00g 0,08 + 0,00 h

®Médias de no minimo cinco repeticbes seguidas pela mesma letra na
coluna néo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p< 0,05). MS= massa seca.

Observa-se na tabela 22 que, seguindo os tratamentos que
apresentaram significativamente as maiores concentracfes de clorofila a
foram (calos de folha e cotilédone sem glutamina), os tratamentos que
também apresentaram concentrac@es significativas de clorofila a foram
calos de folha e cotilédone, cultivados com glutamina (0,86 + 0,00; 0,76
+ 0,00 pg/g MS respectivamente) e para a clorofila b (0,27 £ 0,00; 0,25
+ 0,00 pg/g MS respectivamente). Nota-se que as menores
concentracGes de clorofila a foram detectadas em calos de raiz,
cultivados com glutamina e em calos de hipocétilo, cultivados sem
glutamina (0,23 + 0,00;0,22 £0,01 pg/g MS respectivamente). Para a
clorofila b, as menores concentracdes foram encontradas em calos de nd
foliar, cultivados sem glutamina (0,01 £ 0,00 pg/g MS).
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7.3.3.3. Efeito da glucose sobre os teores de fendlicos totais,
flavonoides, carotenoides e clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis

Os resultados da tabela 23 indicam que, com glucose, 0s maiores
teores de fendlicos totais (18,82 pg/g MS e 18,25 ug/g MS) foram
observados em calos produzidos, no escuro, a partir de folha e de raiz,
na auséncia de glutamina. Os maiores niveis de flavonoides ocorreram
na luz, em calos de folha e de cotilédone, na presenca de glutamina
(0,83 pg/g MS e 0,89 pg/g MS, respectivamente). Calos de folha
cultivados na presenca de glutamina também apresentaram a maior
concentracdo de carotenoides (5,62 pg/g MS).

Com glucose, na luz, na maioria dos tratamentos, exceto em calos
de nd cotiledonar e folha, e no escuro, exceto em calos de folha,
cotilédone e raiz, a glutamina aumentou os teores de fendlicos totais.
Para os flavonoides totais, com excec¢do de calos de né cotiledonar, n6
foliar e epicdtilo, na luz e no escuro, com excecdo de calos de
cotilédone, hipocétilo, raiz e epicétilo, a presenga de glutamina também
promoveu a producdo, 0 mesmo ocorrendo com 0s carotenoides, em
todos os tratamentos.
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Tabela 23: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina

sobre a concentracdo de fendlicos totais,

flavonoides totais e

carotenoides de calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8 semanas
em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido, suplementado
com 118 mM de glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP ¢

5 UM de ANA.
Condicdo  Tipo de  Glutamina  Fendlicos Flavonoides Carotenoides
de cultura  explante (mM) totais totais (ng/g MS)?
(ng/g MS)* (ug/g MS)*
Luz N6 0 5,49 + 1,70 jKkI 029 + 004 0,770,029
cotiledonar efgh
2,73 479 + 008 026 + 0,01 1,14+0,04e¢f
klm fghij
Folha 0 16,36 £2,25 b 0,61+0,07b 2,93+0,03d
2,73 12,64 £0,25¢ 0,83+0,01a 5,62+0,29 a
N6 foliar 0 355+0,21mn 0,28 * 0,03 1,29+0,02ef
efghi
2,73 6,11 + 0,27 0,19+0,02ij 1,36 £0,10 e
hijk
Cotilédone 0 5,57 0,74 jkl 0,42 +0,07 cd 3,57+0,07¢c
2,73 666 + 037 089+001la 4,42+0,17b
ghij
Hipocétilo 0 1,72+0,36 0 0,10+ 0,01 ki 0,59+ 0,04 g
2,73 416 + 036 0,20+0,04ij 0,80+0,109
Imn
Raiz 0 8,37+ 0,69 fg 0,19+ 0,03 ij 0,24+0,00 h
2,73 11,42 +141cd 0,33+0,02 ef 1,34 £ 0,13 ef
Epicétilo 0 2,59 + 0,24 no 0,48 +0,08 ¢ 0,75+0,14 ¢
2,73 5,44 + 0,11 jkl 0,18 + 0,03 jk 1,09+0,03 f
Escuro N6 0 5,83+0,46ijkl 0,070,031
cotiledonar
2,73 11,80 +1,73cd  0,10+0,01 kl
Folha 0 18,82 £0,10a 0,44+0,01 cd
2,73 16,29 £0,51 b 0,68 0,09 b
N6 foliar 0 426 + 0,19 0,20+ 0,01ij
Imn
2,73 8,98 + 0,35 ef 0,29 + 0,04 efg
Cotilédone 0 12,39 £0,22¢ 0,63+0,04b
2,73 10,46 £0,21de  0,50+0,02¢
Hipocétilo 0 748 + 037 0,36+0,03de
fghi
2,73 9,10+ 0,30 ef 0,29 + 0,03
efgh
Raiz 0 18,25+ 0,14 a 0,37+ 0,01 de
2,73 15,37 £0,36 b 0,20 + 0,02 hij
Epicotilo 0 590 + 0,22 023 + 0,04
hijkl ghij
2,73 7,66+0,11fgh 0,18 +0,03 jk

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na
coluna nédo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p< 0,05). MS= massa seca.
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Na presenca de glucose, os maiores niveis de fendlicos totais, na
luz (Tabela 23), tanto na presenca como na auséncia de glutamina,
foram observados em calos de folha (12,64 ug/g MS e 16,36 pg/g MS).
O tratamento que apresentou a menor concentracdo desses compostos
foi calos de hipocotilo, cultivados sem glutamina (1,72 + 0,36 pg/g MS”

1
).

No escuro, com glucose (Tabela 23) e sem glutamina os calos de
folha e raiz apresentaram as maiores concentracGes de fenolicos totais
(18,25 pg/g MS e 18,82 ug/g MS, respectivamente). Também, para os
tratamentos cultivados com glutamina, calos oriundos de raiz e folha
apresentaram 15,37 + 0,36 e 16,29 + 0,51 ug/g MS, respectivamente.

Quanto aos flavonoides, em glucose, na luz (Tabela 23), os calos
originarios de folha e de cotilédone, cultivados na presenca de glutamina
produziram as maiores concentragfes (0,83 pg/g MS e 0,89 ug/g MS,
respectivamente) e na auséncia de glutamina, a maior concentracéo de
flavonoides foi detectada em calos de folha (0,61 pg/g MS).

Com glucose, no escuro (Tabela 23) a maior produgdo de
flavonoides ocorreu em calos de cotilédone (0,63 ug/g MS), na auséncia
de glutamina e em calos de folha, na presenga de glutamina (0,68 pg/g
MS). Os tratamentos que apresentaram 0s menores conteldos de
flavonoides foram os calos de nd cotiledonar, cultivados com ou sem
glutamina (0,10 £ 0,01; 0,07 = 0,01 pg/g MS, respectivamente).

Os niveis de carotenoides (Tabela 23), com glucose, na luz e sem
glutamina, foram maiores (3,57 pug/g MS) em calos de cotilédone e na
presenca de glutamina, em calos de folha (5,62 pg/g MS). Calos de n6
cotiledonar com glutamina apresentaram concentragdes de carotenoides
similares a calos de n6 foliar, sem glutamina e a calos de raiz e epicétilo
com glutamina. Também, niveis semelhantes de carotenoides foram
observados entre os calos de né cotiledonar, sem glutamina e calos de
hipocétilo, com ou sem glutamina, e de epicotilo, sem glutamina.

Os resultados da tabela 24 mostram que, com glucose, 0s maiores
teores de clorofilas a (1,36 pg/g MS) e b (0,47 pg/g MS) foram
observados em calos obtidos a partir de segmentos de folha cultivados
com glutamina. Com glucose, as menores concentracdes de clorofila a e
b foram observadas, respectivamente, em calos de raiz e de né
cotiledonar, na auséncia de glutamina.

Nos tratamentos com né cotiledonar, nd foliar e epicétilo a
glutamina reduziu as concentracGes de clorofila a, mas, nos tratamentos
com folha, cotilédone e raiz a glutamina promoveu a sintese. Quanto a
clorofila b, entretanto, observa-se que a presenca de glutamina
estimulou a producdo de clorofila na maioria dos tratamentos, sendo que
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apenas em calos originados de né foliar e epicdtilo a sintese de clorofila
foi reduzida.

Tabela 24: Efeito da glucose, tipo de explante e glutamina sobre os
contetdos de clorofilas a e b de calos de Cedrela fissilis iniciados a
partir de diferentes tipos de explantes cultivados na luz, durante 8
semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido,
suplementado com 118 mM de glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5
UM de BAP e 5 uM de ANA.

Tipo de explante  Glutamina Clorofila a Clorofila b
(mM) (ug/g MS)°® (ug/g MS)®
N6 cotiledonar 0 0,25+0,01f 0,009 £ 0,00
2,73 0,23+0,00¢g 0,09 + 0,00 f
Folha 0 0,72+0,01¢ 0,06 + 0,00 h
2,73 1,36 +0,00 a 0,47 +£0,00 a
N6 foliar 0 0,28 +0,00 ¢ 0,10+ 0,00 e
2,73 0,21 +0,00 h 0,08+0,00g
Cotilédone 0 0,42 +0,00d 0,09 + 0,00 f
2,73 0,79+0,01b 0,26 £0,00 b
Hipocotilo 0 0,16 +0,00 i 0,006 £ 0,00 i
2,73 0,16 +0,00 i 0,06 + 0,00 h
Raiz 0 0,10+£0,00]j 0,08+0,00g
2,73 0,23+0,00¢ 0,14 +0,00c
Epicotilo 0 0,26 + 0,00 f 0,11 +0,00d
2,73 0,22 +0,00 h 0,10+ 0,00 e

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

Verifica-se na tabela 24 que, seguindo os tratamentos que
apresentaram as maiores concentracGes de clorofilas a e b encontram-se
os tratamentos de calos de folha e cotilédone, produzidos sem glutamina
(Clorofila a= 0,72 £ 0,01; 0,42 £ 0,00; Clorofila b= 0,06 + 0,00; 0,10 +
0,00 pg/g MS). Para clorofila a os tratamentos que mostraram valores
similares foram nd cotiledonar e raiz, com glutamina e né cotiledonar e
epicotilo, sem glutamina, sendo que houve diferenca estatistica entre os
demais tratamentos. Para a clorofila b alguns dos tratamentos que
mostraram valores semelhantes foram né cotiledonar, com glutamina e
cotilédone, sem glutamina.

Com relacdo aos tratamentos que apresentaram baixas
concentragGes de clorofilas a e b, calos de raiz, cultivados sem
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glutamina apresentaram (Clorofila a= 0,10 = 0,00 pg/g MS), ja para a
clorofila b, calos de nd cotiledonar e hipocotilo, cultivados sem
glutamina apresentaram (Clorofila b= 0,01 + 0,00; 0,01 = 0,00 pg/g
MS).

7.3.3.4. Andlise comparativa dos efeitos das fontes de carbono sobre a
producdo de metabdlitos secundérios em calos de Cedrela fissilis

A tabela 25 abaixo apresenta a compilacdo dos tratamentos que
apresentaram os melhores resultados para os metabdlitos secundarios,
com a manipulacdo das diferentes fontes de carbono. Verifica-se, que
para a maior producdo de fendlicos totais, segmentos de cotilédone
foram os melhores explantes para iniciar os calos, quando a fonte de
carbono foi a sacarose. Porém, com frutose, n6 cotiledonar foi o melhor
explante e com a glucose, segmentos de folha e de raiz foram os
explantes ideais.

Para a producdo de flavonoides, segmentos de cotilédone foram
os melhores explantes, quando a sacarose ou glucose foram utilizadas
como fontes de carbono, enquanto que segmentos de folha foram mais
eficientes quando a frutose ou glucose foram utilizadas. A maior
producdo de carotenoides, entretanto ocorreu em calos originados a
partir da cultura de segmentos de folhas, em todas as fontes de carbono
estudadas.

A tabela 26 mostra que, os calos que acumularam maior
quantidade de clorofila a foram os iniciados a partir de cotilédone,
quando foi utilizada a sacarose ou a frutose. Com glucose, apenas calos
iniciados a partir de folhas foram eficientes na producédo de clorofila a.
Assim, com frutose os melhores explantes foram segmentos de folha e
cotilédone. Com relacdo a producdo de clorofila b observa-se que
segmentos de cotilédone foram os melhores explantes, quando a
sacarose foi utilizada como fonte de carbono e segmentos de folha
foram os explantes ideais, quando as fontes de carbono foram a frutose
ou glucose.

Quanto a eficiéncia da glutamina na producdo dos metabdlitos
secundarios pelos calos, observa-se na tabela 24 que, quando a fonte de
carbono sacarose, a glutamina apresentou um efeito promotor, na
producdo de fenodlicos totais e flavonoides totais, mas ndo na producao
de carotenoides. Ja com a frutose, as maiores concentracdes desses
compostos ocorreu na auséncia deglutamina e com a glucose, a auséncia
de glutamina promoveu a producdo de fendlicos totais e a presenca
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promoveu a biossintese de flavonoides totais. Em relagdo aos
carotenoides verifica-se que, na presenca de glucose e frutose, a
glutamina foi necessaria para promover a producéo, mas na presenca de
sacarose a maior producao ocorreu na auséncia da glutamina.

Na tabela 26 nota-se que, quando a sacarose e glucose foram
utilizadas como fontes de carbono, a glutamina promoveu a produgédo de
clorofilas a e b, mas quando a frutose foi utilizada, as maiores
concentracGes de clorofilas ocorreram na auséncia de glutamina.

Quanto a necessidade de luz, verifica-se na tabela 25 que, com
sacarose, 0s maiores niveis de fendlicos totais e flavonoides ocorreram
em calos crescidos na luz, enguanto que com frutose ou glucose
ocorreram no escuro. Para a os flavonoides totais, em todas as fontes de
carbono, a maior produgdo ocorreu na luz.

Tabela 25: Compilagdo dos melhores tratamentos (tipo de explante,
presenca/auséncia de glutamina, presenga/auséncia de luz) que
produziram as maiores concentracdes de fendlicos totais, flavonoides
totais e carotenoides em calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8
semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido,
suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73
mM de glutamina, 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.

Fontes de  Fendlicos totais Flavonoides Carotenoides
carbono
Sacarose Cotilédone Cotilédone Folha
Com glutamina  Com glutamina Sem glutamina
Luz Luz Luz
Frutose N6 cotiledonar  Folha Folha
Sem glutamina, Sem glutamina Com glutamina
Escuro Luz Luz
Glucose Folha, raiz Folha, cotilédone  Folha

Sem glutamina  Com glutamina Com glutamina
Escuro Luz Luz
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Tabela 26: Compilagdo dos melhores tratamentos (tipo de explante,
presenca/auséncia de glutamina, presenca/auséncia de luz) que
produziram as maiores concentra¢bes de clorofilas a e b em calos de
Cedrela fissilis cultivados com cultivados durante 8 semanas, em meio
de cultura Murashige & Skoog, semi-solido, suplementado com 118
mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5
UM de BAP e 5 uM de ANA.

Fontes de Clorofila a Clorofila b

carbono

Sacarose Cotilédone Cotilédone
Com glutamina Com glutamina
Luz Luz

Frutose Folha, cotilédone Folha
Sem glutamina, Sem glutamina
Luz Luz

Glucose Folha Folha
Com glutamina Com glutamina
Luz Luz

Em termos quantitativos (tabela 27), apesar de ndo terem sido
realizadas as andlises estatisticas comparando as fontes de carbono, é
possivel observar que com a sacarose, a maior concentragdo de fendlicos
totais (51,35 pg/g MS) foi 1,5 vezes maior do que observada com
frutose e 2,72 vezes maior do que a obtida com glucose. As
concentragBes de flavonoides totais pareceram ser similares para
sacarose (1,35 pg/g MS) e frutose (1,71 pg/g MS), mas essas
concentragBes foram, respectivamente, 1,5 e 1,9 vezes maior do que a
observada para glucose (0,89 png/g MS). Quanto aos carotenoides,
verifica-se que as concentragfes obtidas para frutose (5,39 pg/g MS) e
glucose (5,72 pg/g MS) pareceram ser similares e foram pelo menos 2,4
vezes maior do que com a observada com sacarose (2,22 pg/g MS).

Quando se compara os valores da tabela 27 para fenélicos totais,
flavonoides totais e carotenoides com os valores maximos obtidos nos
itens 6.3.1 (tabela 13) e 6.3.2 (tabela 16) observa-se que, com a
manipulacdo dos tipos de explante, glutamina e presenca e auséncia de
luz a maxima producdo de fendlicos totais de (51,35 pg/g MS), por
calos de cotilédone cultivados em sacarose, com glutamina na luz foi
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1,95 vezes maior do que a maxima detectada em calos de nos
cotiledonares cultivados nas mesmas concentragfes de sacarose €
glutamina, na luz (26,27 pg/g MS; tabela 22); a producéo de flavonoides
totais foi pelo menos 1,92 vezes maior em relacdo ao maior valor
observado na tabela 16 (0,70 pg/lg MS, tabela 25) e a producdo de
carotenoides foi pelo menos 7,7 vezes maior do que a maior expressa,
também na tabela 16 (1,82 pg/g MS), mesmo utilizando-se a
combinacdo de concentragdes de 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.

Tabela 27: Compilacdo dos maiores valores de concentracdo de
fendlicos totais, flavonoides totais e carotenoides em calos de Cedrela
fissilis cultivados durante 8 semanas, em meio de cultura Murashige &
Skoog, semi-sdlido, suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou
frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 UM de BAP e 5 pM de ANA.
Fontes de carbon Fendlicos totais  Flavonoides totais Carotenoides

(ug/g MS) (g/g MS)* (ng/g MS)*
Sacarose 51,35 1,35 2,22
Frutose 33,31 1,71 5,39
Glucose 18,82 0,89 5, 62

®Médias de no minimo cinco repeticdes.

Com relacdo as maximas concentracdes obtidas para as clorofilas
a e b verifica-se, na tabela 28 que os valores pareceram ser similares
para as trés fontes de carbono estudadas. Quando se compara esses
valores com os méximos obtidos na tabela 17 do item 6.3.2 observa-se
que, os valores de clorofila a obtidos através da manipulacdo dos tipos
de explantes, fontes de carbono, presenca e auséncia de glutamina e de
luz foram pelo menos 2,65 vezes maior e as de clorofila b foram 3,14
vezes maior do que as concentragdes mostradas na tabela 17.
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Tabela 28: Compilacdo dos maiores valores de concentracdo de
clorofilas a e b em calos de Cedrela fissilis cultivados durante 8
semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido,
suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73
mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA.

Fontes de Clorofila a Clorofilab
carbono (ng/g MS) (ug/g MS) ?
Sacarose 1,06 0,44
Frutose 1,05 0,45
Glucose 1,36 0,47

®Médias de no minimo cinco repetigdes.

7.4 PERFIL METABOLICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
VARREDURA UV-VIS DE CALOS DE C. FISSILIS

7.4.1. Efeito de diferentes combinagGes de concentragdes de sacarose
e de glutamina sobre os perfis metabdlicos de extratos de calos de
Cedrela fissilis

A espectrofotometria de varredura em UV-Vis, cujos resultados
sdo mostrados na figura 7 foi realizada em extratos metanélicos de calos
de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de nds cotiledonares
cultivados em meio de cultura MS, semi-solido, suplementado com de
sacarose (59 mM ou 118 mM), glutamina (0; 2,73 mM ou 5,46 mM),
2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA.

Os resultados da figura 7 mostraram que calos de nos
cotiledonares cultivados com 59 mM e 118 mM de sacarose e 5,46 mM
de glutamina (linha azul marinho e preto) apresentaram as maiores
absorbancias nos intervalos entre 410 — 466 nm e 648 — 676 nm.
Entretanto, maior absorbancia no intervalo entre 270 — 326 nm (linha
verde), regido de absor¢do do UV, ocorreu no extrato dos calos
crescidos com 59 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina. Nesse
intervalo os extratos dos calos cultivados com 118 mM de sacarose e
5,46 mM de glutamina (linha preta) apresentaram a menor absorb
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—— 59 mM SACAROSE, 0 mM GLUTAMINA
59 mM SACAROSE, 2,73 mM GLUTAMINA
—— 59 mM SACAROSE, 5,46 mM GLUTAMINA

Absorbancias

—— 118 mM SACAROSE, 0 mM de GLUTAMINA
—— 118 mM SACAROSE, 2,73 mM GLUTAMINA
—— 118 mM SACAROSE, 5,46 mM GLUTAMINA

Figura 7: Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de extratos metandlicos
de calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de no cotiledonar
cultivados em meio de cultura MS, semi-solido, suplementado com 59 e/ou 118
mM de sacarose, 0; 2,73 e/ou 5,46 mM de glutamina 2,5 uM de BAP ¢ 5 uM de
ANA.

7.4.2. Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinacdes de
concentracgdes de BAP e ANAsobre os perfis metabdlicos de extratos
de calos de Cedrela fissilis

A espectrofotometria de varredura em UV-Vis, cujos resultados
sdo apresentados na figura 8, foi realizada em extratos metandlicos de
calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de nos cotiledonares
cultivados em meio de cultura MS, semi-solido, suplementado com 118
mM de sacarose, com diferentes combinagdes de concentragdes de BAP
e ANA (2,5 UM e 5,0 uM).

Os resultados indicam que os extratos de calos cultivados com
118 mM de frutose, 5,0 UM de BAP e 5,0 uM de ANA (figura 8)
apresentaram as maiores absorbancias nos intervalos entre 410 — 494
nm, 648 — 676 nm (linha laranja), seguido dos extratos de calos
cultivados com 118 mM de sacarose, 5,0 uM de BAP e 5,0 uM de ANA
(linha preta). Na regido de absorcdo do UV, que compreende o0s
comprimentos de onda de 280 até 400 nm, os extratos de calos
cultivados com 118 mM de frutose, 5,0 UM de BAP e 5,0 uM de ANA
também apresentaram as maiores absorbancias enquanto que 0s extratos
de calos cultivados com 118 mM de sacarose, 5,0 UM de BAP e 5,0 uM
de ANA apresentaram as menores absorbancias.
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—— 118 mM SACAROSE- 2,5 BAP; 5,0 ANA
—— 118 Mm FRUTOSE- 2,5 BAP; 5,0 ANA.
—— 118 Mm GLUCOSE- 2,5 BAP; 5,0 ANA

Absorbancias

— 118 mM SACAROSE- 5,0 BAP; 5,0 ANA
118 Mm FRUTOSE- 5,0 BAP; 5,0 ANA
— 118 Mm GLUCOSE- 5,0 BAP; 5,0 ANA

Figura 8: Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de extratos metandlicos
de calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de n6 cotiledonar
cultivados em meio de cultura MS, semi-sélido, suplementado com 118 mM de
sacarose, frutose e/ou glucose, 2,5 e/ou 5,0 uM de BAP ¢ 2,5 e/ou 5,0 uM de
ANA.

7.4.3. Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e
presenca e auséncia de luz sobre os perfis metabdlicos de extratos de
calos de Cedrela fissilis

A espectrofotometria de varredura em UV-Vis, cujo resultado é
mostrado na figura 9 foi realizada com extratos metandlicos de calos de
C. fissilis iniciados a partir de segmentos de cotilédone, n6 foliar e folha
cultivados em meio de cultura MS, semi-solido, suplementado com 118
mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina 2,5 uM de BAP ¢ 5 uM de
ANA; de calos iniciados a partir de segmentos de folha cultivados em
meio de cultura MS, semi-sélido, suplementado com 118 mM de
frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina 2,5 uM de BAP ¢ 5 uM de ANA, ¢
de calos iniciados a partir de cotilédone e folha cultivados em meio de
cultura MS, semi-sélido, suplementado com 118 mM de frutose, 2,73
mM de glutamina 2,5 uM de BAP ¢ 5 uM de ANA. Assim, foram
escolhidos os melhores tratamentos, que apresentaram 0s maiores
contetdos de compostos primarios e secundarios, em que os calos foram
cultivados na luz, para a determinacdo dos perfis metabdlicos dos calos.

Através dos espectros apresentados na Figura 9 é possivel
observar que, de uma maneira geral, o espectro do extrato de calos de
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folha, cultivados com glucose e com glutamina (linha rosa) apresentou
valores maiores de absorbéancia, enquanto que o espectro do extrato de
calos de cotilédone, cultivados com sacarose, sem glutamina (linha
preta) apresentou os valores mais baixos de absorbancia.

Os diferentes tratamentos apresentaram perfis de absorbancia
coincidentes quanto aos comprimentos de onda. Um pico de alta
absorbancia se formou na regido de 659 — 670 nm, com a formacéo de
um pequeno ombro mais proximo de 659 nm. Trés regides de maior
absorbancia também podem ser observadas nos intervalos entre 605 —
614 nm, 530 — 540 nm e 400 — 480 nm.

Na regido de absorcdo do UV, que compreende 0s comprimentos
de onda de 280 até 400 nm, onde comeca a absorcdo da luz visivel,
ocorreu a fuséo de varios picos de absorbancia, levando a formacéo de
“ombros”, que ficaram mais evidentes nos espectros dos calos de
cotilédone, cultivados com sacarose, com e sem glutamina (linhas preta
e verde) e de calos de cotilédone, cultivados com glucose e glutamina
(linha azul). Nesta regido de absor¢do, os valores de absorbancia
diferiram muito entre os tratamentos, evidenciando diferencas na
constituicdo metabdlica dos calos no que diz respeito aos compostos que
absorvem nos comprimentos da luz UV.
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Figura 9: Espectrofotometria de varredura em UV-Vis de extratos metanolicos
de calos de C. fissilis iniciados a partir de segmentos de cotilédone, n6 foliar e
folha cultivados em meio de cultura MS, semi-so6lido, suplementado com 118
mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA,
de calos iniciados a partir de segmentos de folha cultivados em meio de cultura
MS, semi-sélido, suplementado com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de
glutamina 2,5 pM de BAP e 5 uM de ANA, e de calos iniciados a partir de
cotilédone e folha cultivados em meio de cultura MS, semi-sélido,
suplementado com 118 mM de frutose, 2,73 mM de glutamina 2,5 uM de BAP
e 5 uM de ANA.

7.5 ANALISES QUALITATIVAS POR CLAE DE CAROTENOIDES
DE CALOS DE Cedrela fissilis

Os experimentos, cujos resultados sdo apresentados a seguir
foram realizados com o objetivo de analisar, por CLAE, os carotenoides
produzidos por calos de C. fissilis em condi¢cdes de cultivo em que
foram manipuladas, fontes de carbono, tipos de explantes, presenca e
auséncia de luz presenca e auséncia de glutamina.

Nesses experimentos foram feitas andlises qualitativas e
quantitativas dos carotenoides produzidos por calos de C. fissilis,
cultivados ap6s 8 semanas, a partir de diferentes tipos de explantes, na
presenca de luz, em meio de cultura MS, suplementado com 118 mM de
sacarose, glucose ou frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 pM de
BAP, 5 uM de ANA e 0,2% de Phytagel (Sigma).
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7.5.1. Deteccdo de carotenoides por CLAE de calos de Cedrela
fissilis cultivados com sacarose

A analise cromatografica dos extratos de calos, visando a
identificacdo e quantificacdo dos carotenoides revelou ser a xantofila
luteina o carotendide predominante nos calos de Cedrela fissilis
cultivados em sacarose,tendo sido possivel também a detecgdo de outra
xantofila, a zeaxantina livre. Além disso, observa-se a presenca do
isdmero cis do B-caroteno (Tabela 29).

As concentracBes de carotenoides obtidas através de calos de
Cedrela fissilis , cultivados na presenca e auséncia de glutamina, com
sacarose, variaram significativamente entre os tratamentos, como pode
ser observado na tabela 29. Observa-se que, para cada tipo de
carotendide, calos de folha, cultivados sem a presenca de glutamina,
apresentou maiores quantidades de luteina, zeaxantina livre e o isdmero
cis do B-caroteno. Além disso, observa-se que entre os tipos de
explantes, calos cultivados com glutamina apresentaram menores
conteddos de cada carotendide, do que os cultivados sem a glutamina,
com excecdo do cotilédone, cultivado com glutamina, que apresentou
teores significativos para as xantofilas luteina e zeaxantina livre (2,70 +
0,51; 0,44 + 0,05 pg/g MSrespectivamente). Ndo foi observada presenca
de zeaxantina esterificada, B-criptoxantina e o isdbmero trans do f-
caroteno entre os tratamentos. O tratamento em que segmentos de folha
foram cultivados com glutamina ndo foi apresentado na tabela 38, pois
ndo houve formacdo de calos.
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Tabela 29: Efeito de sacarose, glutamina e tipos de explante sobre a concentracdo dos carotenoides (pg/g massa
seca), determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT), de calos de Cedrela fissilis
iniciados a partir de diferentes tipos de explantes cultivados na presenca de luz, durante 8 semanas, em meio de
cultura Murashige & Skoog, semi-solido, suplementado com 118 mM de sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5
UM de BAP e 5 uM de ANA.

Tipo de Glutamina  Carotenoides (ug/g MS)?
explante (mM)

Luteina Zeaxantina livre Zeaxantina B-criptoxantina  trans-p- cis-p-caroteno
Rt (min) = 3,8 Rt (min)=4,1 esterificada Rt (min)=7,2 caroteno Rt (min)=
Rt (min)=4,4 Rt (min)= 11,7
10,8
Raiz 0 1,11+ 0,23 ef 0,14 £0,02 f Ausente Ausente Ausente 0,40 £ 0,03 bc
2,73 0,73+0,02 fg 0,11+0,01f Ausente Ausente Ausente 0,12 £ 0,00 de
N6 0 1,35+ 0,46 ef 0,18 £ 0,06 ef Ausente Ausente Ausente 0,47 £ 0,04 bc
cotiledonar
2,73 0,73+0,21fg 0,11+0,02 f Ausente Ausente Ausente 0,12 £ 0,04 de
Folha 0 3,03+0,62 a 0,45+ 0,08 a Ausente Ausente Ausente 0,97 +£0,06 a
2,73 - - - - - -
Cotilédone 0 1,96 +0,35bcde  0,31+0,02 bc Ausente Ausente Ausente 0,43 £ 0,03 bc
2,73 2,70+0,51 ab 0,44+0,05b Ausente Ausente Ausente 0,28 +0,27 cd
Hipocétilo 0 2,53+ 0,18 abc 0,36 + 0,05 ab Ausente Ausente Ausente 0,38+0,01c
2,73 1,53 0,25 def 0,19 + 0,02 def Ausente Ausente Ausente 0,41 + 0,06 bc
N6 foliar 0 2,39+0,29abcd 0,29 +0,05 bed Ausente Ausente Ausente 0,63+0,06b
2,73 1,69 £+ 0,27 cdef 0,18 + 0,03 ef Ausente Ausente Ausente 0,28 +0,01 cd
Epicétilo 0 1,59 + 0,22 cdef 0,25 + 0,01 cde Ausente Ausente Ausente 0,26 +0,01 cd
2,73 1,78+ 0,35bcde 0,26 + 0,04 bcde Ausente Ausente Ausente 0,89 +0,03a

*Médias de trés injecBes (10 pL) * desvio padrdo seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de Tukey (p< 0,05). MS= massa seca. - Biomassa insuficiente (ndo ocorreu formagéao de calos).
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7.5.2. Deteccdo de carotenoides por CLAE de calos de Cedrela
fissilis cultivados com frutose

Observa-se que, na tabela 30 a luteina foi o carotendide
majoritario em calos de Cedrela fissilis produzidos em meio de cultura
contendo frutose, quando comparado com os demais carotenoides. Este
fato também foi observado na tabela 29, mas nota-se que, os tratamentos
cultivados com glutamina apresentaram maiores teores deste composto,
diferentemente do que observado na tabela 29, em que os tratamentos
cultivados com a fonte de carbono sacarose apresentaram maiores
concentragbes em calos cultivados sem a glutamina. Para as xantofilas,
luteina e zeaxantina livre, além do isdmero cis do p-caroteno, calos de
cotilédone apresentaram maiores contetdos destes carotenoides (9,97 +
0,38; 1,48 £ 0,07; 6,44 + 0,18 ug/g MSrespectivamente).

Analisando-se a identificagdo e a quantificagdo dos carotenoides
(tabela 30), pode-se observar que ocorreu a detecgdo de zeaxantina
esterificada somente nos tratamentos de calos de folha e cotilédone,
cultivados sem glutamina (0,70 %= 0,18; 056 = 0,01pg/g
MSrespectivamente), sendo que, ndo ocorreu a presenca de zeaxantina
livre nestes tratamentos. Além disso, a analise cromatografica revelou a
presenga de B-criptoxantina e o isdbmero trans do B-caroteno em calos,
cultivados na presenca de glutamina, com frutose. Calos de cotilédone
apresentaram significativamente maiores teores de -criptoxantina (0,22
+ 0,04 pug/g MS) e de né foliar apresentaram maiores teores do isdmero
trans do B-caroteno (1,34 + 0,00 ug/g MS). Ja o isomero cis do -
caroteno, esteve presente em todos os tratamentos analisados, sendo
que, foram observados os maiores teores deste carotendide, em calos de
cotilédone e folha, cultivados com glutamina (6,44 + 0,18; 4,26 + 0,12
Hg/g MSrespectivamente).
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Tabela 30: Efeito de frutose, glutamina e tipos de explante sobre a concentracdo dos carotenoides (pg/g massa seca),
determinada por CLAE para 0 extrato organossolvente (hexano: acetona: BHT), de calos de Cedrela fissilis iniciados
a partir de diferentes tipos de explantes cultivados na presenca de luz, durante 8 semanas, em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 UM de
BAP e 5 uM de ANA.

Tipo de Gluta Carotenoides (ug/g MS)*
explante mina
(mM)
Luteina Zeaxantina livre Zeaxantina B-criptoxantina  trans-p- cis-B-caroteno
Rt (min) = 3,8 Rt (min)= 4,1 esterificada Rt (min)=7,2 caroteno Rt (min)= 11,7
Rt (min)=4,4 Rt (min)= 10,8
Raiz 0 1,79 £ 0,60 ef 0,27 £ 0,01 ef Ausente Ausente Ausente 0,31 +0,05 fgh
2,73 2,34+0,27de 0,37 £0,04 de Ausente 0,04 +£0,01b 0,88+0,04b 0,88 + 0,04 cdefg
N6 0 0,61+0,109g 0,06 £0,01 gh Ausente Ausente Ausente 0,17+0,03h
cotiledonar
2,73 3,03+0,09 cd 0,44 +0,07d Ausente 0,02+0,01bc  Ausente 1,03 £ 0,13 cde
Folha 0 1,85+ 0,37 ef Ausente 0,70+£0,18a Ausente Ausente 0,75 + 0,04 cdefgh
2,73 4,17+0,26 b 0,84+0,11b Ausente Ausente 0,08+0,05d 4,26+£0,12Db
Cotilédone 0 1,79 £ 0,09 ef Ausente 056+001la Ausente Ausente 1,33+0,25¢
2,73 9,97+0,38a 1,48 +0,07a Ausente 0,22+0,04a 0,23+0,01c 6,44+0,18a
Hipocétilo 0 1,12 £ 0,08 fg 0,15+ 0,03 fg Ausente Ausente Ausente 0,26 0,02 gh
2,73 2,04+025e 0,40 + 0,04 de Ausente Ausente Ausente 0,93 + 0,11 cdef
No foliar 0 1,05+0,15 fg 0,12 £0,03 gh Ausente Ausente Ausente 0,35 + 0,05 fgh
2,73 220+030de 0,31+0,03de Ausente 0,03+0,00 b 1,34+0,00a 1,24 +0,16 cd
Epicétilo 0 3,28+0,36¢C 0,58 +£0,03 ¢ Ausente Ausente Ausente 0,61 + 0,08 defgh
2,73 0,70+0,12¢g 0,11 £0,02 gh Ausente Ausente Ausente 0,53 £ 0,71 efgh

*Médias de trés injecBes (10 pL) + desvio padrio seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si de

acordo com o teste de Tukey (p< 0,05). MS= massa seca.
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7.5.3. Deteccdo de carotenoides por CLAE de calos de Cedrela
fissilis cultivados com glucose

Calos cultivados com glucose (tabela 31) apresentaram
concentrac@es significativamente equilibradas de carotenoides entre 0s
tratamentos cultivados tanto na presenca, quanto na auséncia de
glutamina. Observa-se que, a luteina também foi o composto majoritario
guando comparado com os outros carotenoides (tabelas 29 e 30). O
tratamento que apresentou maior contetido de luteina foi o realizado
com calos de epicétilo, cultivados sem glutamina (6,08 £ 0,92 ug/g
MS), seguido de n6 foliar, cultivado com glutamina (4,95 + 0,47 ug/g
MS). Ja calos de raiz, cultivados sem glutamina apresentaram as
menores concentracdes deste composto (0,29 + 0,26ug/g MS). Ocorreu
presenca das xantofilas zeaxantina livre e zeaxantina esterificada entre
0s tratamentos analisados. As maiores concentra¢Ges de zeaxantina livre
foram observadas em calos de raiz, cultivados com glutamina e
epicotilo, cultivados sem glutamina (1,00 £ 0,12; 0,87 + 0,11 ug/g
MSrespectivamente).

Os tratamentos que ndo apresentaram teores de zeaxantina livre
foram calos de folha e cotilédone, cultivados com e sem glutamina e
calos de n6 foliar, cultivados sem glutamina. Houve ocorréncia de
zeaxantina esterificada nos tratamentos de folha e cotilédone, cultivados
com e sem glutamina e em calos de n6 foliar e epicétilo, cultivados sem
glutamina. Entre estes tratamentos 0s que apresentaram maiores
concentracBes de zeaxantina esterificada foram calos de folha,
cultivados com glutamina e calos de folha e cotilédone, cultivados sem
glutamina (0,62 + 0,05; 0,58 + 0,15; 056 =+ 0,07 pg/g
MSrespectivamente).

Analisando-se a tabela 31, houve ocorréncia de B-criptoxantina
em apenas um dos tratamentos analisados, calos de né foliar cultivados
com glutamina (0,06 + 0,01 pg/g MS). J& 0 isémero trans do B
caroteno, ocorreu nos tratamentos de nd cotiledonar, folha e né foliar,
cultivados com glutamina (0,50 + 0,02; 0,13 £ 0,03; 0,09 + 0,02 pg/g
MSrespectivamente), sendo que a presenca do isdmero cis do B caroteno
ocorreu em todos os tratamentos analisados. Calos de folha, cultivados
com glutamina apresentaram maiores concentracdes deste carotendide
(2,66 £ 0,06 pg/g MS).

Analisando-se as tabelas 29, 30 e 31, verificam-se, para cada tipo
de fonte de carbono em que os calos foram cultivados, os perfis
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metabodlicos foram diferentes. Observa-se que, calos cultivados com
frutose e com glucose, apresentaram maiores quantidades de diferentes
carotenoides, do que os cultivados com sacarose. Também, verifica-se
que, de uma maneira geral, das trés fontes de carbono analisadas, a
sacarose foi a que apresentou perfil cromatografico, onde os calos
cultivados sem glutamina apresentaram maiores concentragfes de cada
carotendide.Ja para frutose e glucose, observa-se que, os tratamentos
cultivados com glutamina, apresentaram maiores valores em relagdo aos
carotenoides, além de que o perfil cromatografico demonstrou ser
relativamente interessante, por mostrar a presenga de carotenoides que
ndo foram produzidos com a sacarose. 1sso mostra que a presenga de
glutamina pode influenciar os perfis carotenoidicos.
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Tabela 31: Efeito de glucose, glutamina e tipos de explante sobre a concentracdo dos carotenoides (1g/g massa seca),
determinada por CLAE para o extrato organossolvente (hexano:acetona:BHT), de calos de Cedrela fissilis iniciados a
partir de diferentes tipos de explantes cultivados na presenca de luz, durante 8 semanas, em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-solido, suplementado com 118 mM de glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de
BAP e 5 uM de ANA.

Tipo de Glutamina Carotenoides (ug/g MS)?
explante (mM)
Luteina Zeaxantina livre  Zeaxantina B- trans-p- cis-p-caroteno
Rt (min) = 3,8 Rt (min)=4,1 esterificada criptoxantina  caroteno Rt (min)=
Rt (min)=4,4 Rt  (min)= Rt (min)=" 11,7
7,2 10,8
Raiz 0 0,29+0,26 f 0,04 £0,01 ef Ausente Ausente Ausente 0,14 £0,01 de
2,73 0,79 £ 0,06 ef 1,00£0,12a Ausente Ausente Ausente Ausente
N6 0 0,81 £0,51 ef 0,08 £ 0,05 def Ausente Ausente Ausente 0,27 £ 0,06 de
cotiledonar
2,73 1,55+ 0,09 de 0,19 £0,02 cd Ausente Ausente 0,50+0,02a 0,50+0,02cd
Folha 0 2,02+0,21d Ausente 0,58+ 0,15a Ausente Ausente 1,29+0,36 b
2,73 3,58+0,31¢c Ausente 0,62+0,05a Ausente 0,13+0,03b 2,66+0,06a
Cotilédone 0 1,58 £0,33 de Ausente 0,56 + 0,07 a Ausente Ausente 0,49 +0,08 cd
2,73 1,12 +0,19def  Ausente 0,17 +0,03b Ausente Ausente 0,49 +0,03 cd
Hipocétilo 0 1,05+0,12def 0,15+ 0,01 cde Ausente Ausente Ausente 0,09+0,01e
2,73 0,74 + 0,18 ef 0,12 + 0,02 def Ausente Ausente Ausente 0,14 + 0,03 de
N6 foliar 0 0,73 £ 0,20 ef Ausente 0,20+0,05b Ausente Ausente 0,31+ 0,03 de
2,73 495+0,47b 0,70£0,05b Ausente 0,06+0,01a 0,09+002c 153+0,20b
Epicétilo 0 6,08 +0,92 a 0,87+0,11a 0,10 +0,02bc  Ausente Ausente 0,73+0,13¢
2,73 1,54 +£0,21 de 0,27 +£0,03 ¢ Ausente Ausente Ausente 0,26 + 0,03 de

®Médias de trés injegdes (10 pL) + desvio padrdo seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si de acordo

com o teste de Tukey (p< 0,05). MS= massa seca.



96

mAbg

100

Luteina (3,8)

Zeaxantina livre (4,1)

Absorbancia (450 nm)

0 5 10
Tempo (min.)
Figura 10: Exemplo do perfil cromatografico de carotenoides (450 nm) do
extrato organossolvente de calos de Cedrela fissilisprovenientes de epicétilo
cultivados em meio MS suplementado com 118 mM de glucose.

7.6 ANALISES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE CALOS DE
Cedrela fissilis

Os experimentos, cujos resultados sdo apresentados a seguir
foram realizados com o objetivo de estudar a atividade antioxidante de
extratos de calos de C. fissilis produzidos em condigfes de cultivo em
que foram manipuladas, combinac¢des de concentragdes de glutamina e
de sacarose, combinagdes de fontes de carbono e de diferentes
combinacBes de concentragdes BAP e ANA e fontes de carbono, tipos
de explantes, presenca e auséncia de luz e de glutamina.

Nos experimentos em que foram estudados os efeitos das fontes
de carbono, devido a grande quantidade de dados obtidos, os resultados
sdo apresentados, para cada fonte de carbono, na forma de tabelas, para
melhor visualizagdo dos valores precisos de porcentagens de inibicdo do
radical DPPH -« (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) obtidos e das diferencas
estatisticas entre todos os tratamentos conduzidos.

7.6.1 Efeito de diferentes combinagdes de concentracdes de sacarose
e de glutamina sobre os teores de proteinas totais, aclcares solUveis
totais e amido em calos de Cedrela fissilis

Nos experimentos descritos a seguir foram determinadas as
porcentagens de inibicdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)
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de extratos de calos de C. fissilis, produzidos a partir de nds
cotiledonares, apds 8 semanas de cultivo, em meio de cultura MS
suplementado com 2,5 uM de BAP, 5 uM de ANA, 0,2% de Phytagel
(Sigma) e com concentragdes de sacarose de 59 mM e 118 mM, em
combinacdo com concentracdes de glutamina de 0, 2,73 mM e 5,46 mM.

Os resultados da tabela 32 indicam que o maior valor de inibigdo
do radical DPPHe (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) foi detectado em extratos
de calos cultivados com 118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina
(84,29%). Esse valor, contudo, ndo diferiu significativamente do
observado com 118 mM de sacarose, na auséncia de glutamina
(79,44%). Os menores valores de inibi¢do do radical DPPHe(1,1-difenil-
2-picrilhidrazil) foram observados nos tratamentos em que os calos
foram cultivados com 59 mM de sacarose, sem glutamina (43,53%) ou
com 5,46 mM de glutamina (63,89%).

Tabela 32: Efeito de concentracdes de sacarose e glutamina sobre a
porcentagem de inibigdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)
de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8 semanas, a partir de
nés cotiledonares em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-sélido,
suplementado com 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA. (Extrato=10 mg de
massa seca)

Sacarose Glutamina Inibigdo do radical
(mM) (mM) DPPH (%)*

59 0 4353+1,43d

59 2,73 74,25+ 051b

59 5,46 63,89+ 0,42 ¢

118 0 79,44 + 0,64 ab
118 2,73 84,29+0,90a

118 5,46 76,63+0,55b

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

7.6.2 Efeito de diferentes fontes de carbono e de combinagdes de
concentracdes de BAP e ANA sobre os teores de proteinas totais,
acUcares soluveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis

Nesses experimentos foram determinadas as porcentagens de
inibicdo do radical DPPHe (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de
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calos de C. fissilis, produzidos a partir de nés cotiledonares, apos 8
semanas de cultivo, em meio de cultura MS suplementado com 118 mM
de sacarose, frutose ou glucose, 2,73 mM de glutamina, 0,2% de
Phytagel (Sigma) e com diferentes combinacGes de concentragdes de
BAP e ANA.

Observa-se, na tabela 33 que a maior porcentagem de inibi¢do do
radical DPPH- (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) foi detectada nos extratos de
calos produzidos em meio de cultura contendo glucose, 5 uM de BAP e
5 uM de ANA (93,68%). Com sacarose, 0 maior valor (83,57%) foi
obtido com 2,5 uM de BAP e 2,5 uM de ANA, e com frutose (43,02%),
com 5 uM de BAP e 2,5 uM de ANA. As menores porcentagens de
inibicdo foram observadas com glucose e 2,5 UM de BAP e 2,5 uM de
ANA (11,72%) e com 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA (16,84%)

Tabela 33: Efeito de fontes de carbono e de combinacbes de BAP e
ANA sobre a porcentagem de inibigdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) de calos de Cedrela fissilis cultivados, durante 8
semanas, a partir de nés cotiledonares em meio de cultura Murashige &
Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de sacarose, frutose ou
glucose e 2,73 mM de glutamina. (Extrato=10 mg de massa seca)

Fonte de carbono BAP ANA Inibicdo do radical
(LM) (LM) DPPH (%)’
Sacrose 2,5 5,0 76,55+1,80c
5,0 2,5 56,67 + 0,18 e
2,5 2,5 83,57 +0,43b
5,0 5,0 78,61+0/41c
Frutose 2,5 50 20,70£1,98 h
5,0 2,5 43,02 £ 2,14 f
2,5 2,5 30,70+0,18 ¢
5,0 5,0 20,42+0,73h
Glucose 2,5 50 16,84 +1,60i
5,0 2,5 59,47 + 0,28 d
2,5 2,5 11,72 £ 0,77 j
5,0 5,0 93,68 + 0,18 a

*Médias de cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si de acordo, respectivamente, com o teste de Tukey
(p<0,05). MS= massa seca.
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7.6.3 Efeito de fontes de carbono, tipos de explantes, glutamina e
presenca e auséncia de luz sobre os teores de proteinas totais,
agucares solUveis totais e amido em calos de Cedrela fissilis

Nesses experimentos foram determinadas as porcentagens de
inibicdo do radical DPPHe (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de
calos de C. fissilis, produzidos, ap6s 8 semanas de cultivo, a partir de
diferentes tipos de explantes cultivados em meio de cultura MS,
suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou frutose, 2,73 mM
de glutamina, 2,5 uM de BAP, 5 uM de ANA e 0,2% de Phytagel
(Sigma).

7.6.3.1 Efeito da sacarose sobre as porcentagens de inibicdo do radical
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de C. fissilis

Os resultados da tabela 34 indicam que, com sacarose, a maior
porcentagem de inibicdo do radical DPPH (89,52%) foi observada em
calos de folha, cultivados no escuro, na auséncia de glutamina. Esse
valor, contudo, ndo diferiu significativamente dos obtidos para calos de
folha, sem glutamina na luz, de calos de epicétilo com glutamina na luz,
de calos de né foliar com glutamina no escuro, de calos de cotilédone
com glutamina no escuro e de calos de epicétilo com glutamina no
escuro. Na luz, a presenca de glutamina diminuiu as porcentagens de
inibicdo para a maioria dos tratamentos, exceto para calos de epicdtilo,
em que a presenca de glutamina aumentou a porcentagem de inibicéo.
No escuro, entretanto, a presenga de glutamina elevou as porcentagens
de inibigdo na maioria dos tratamentos sendo que diminuiu apenas em
calos de folha e de raiz.
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Tabela 34: Efeito da sacarose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a porcentagem de inibicdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) de calos de Cedrela fissilisiniciados a partir de diferentes
tipos de explantes cultivados durante 8 semanas em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de
sacarose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.
(Extrato=10 mg de massa seca)

Condicéo Tipo de Glutamina Inibicdo do radical
de cultura  explante (mM) DPPH (%)*
Luz NO cotiledonar 0 85,75 + 0,69 bede
2,73 67,12 £ 0,62 hl
Folha 0 87,80 + 0,70 abc
2,73 -
N6 foliar 0 83,22 + 1,69 defg
2,73 52,87 +0,82m
Cotilédone 0 81,17 £1,66 fg
2,73 80,46 +0,41¢
Hipocdtilo 0 84,13 + 0,82 def
2,73 63,65+ 0,90 |
Raiz 0 82,67 = 0,74 efg
2,73 80,39+0,31¢g
Epicétilo 0 70,86 + 3,08 ij
2,73 86,59 + 0,37 abcd
Escuro NG cotiledonar 0 75,31+ 1,43h
2,73 84,70 + 1,09 bedef
Folha 0 89,52+0,44a
2,73 84,95 + 0,80 bcde
N6 foliar 0 73,94 £ 3,75 hi
2,73 86,76 + 1,64 abcd
Cotilédone 0 76,48+ 0,95h
2,73 86,12 + 0,94 abcde
Hipocatilo 0 67,72 £ 3,53 jk
2,73 84,92 + 1,67 bcde
Raiz 0 84,54 + 1,02 cdef
2,73 81,34 + 0,97 fg
Epicétilo 0 85,58 + 1,20 bcde
2,73 88,14 + 0,47 ab

*Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
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0,05). MS= massa seca. - Biomassa insuficiente (ndo ocorreu formacdo de
calos).

Na luz (Tabela 34) a inibigdo do radical livrie DPPHe foi maior
em calos de folha, cultivados sem a presenca de glutamina (87,80 %
0,70%), seguido de calos de epicétilo, cultivados com glutamina (86,59
+ 0,37%). O tratamento que apresentou a menor inibicdo do radical
DPPHe foi com calos de n6 foliar, cultivados com glutamina (52,87 +
0,82%).

No escuro (Tabela 34) os extratos de calos de folha, cultivados
sem glutamina apresentaram inibicdo do radical livre DPPHe
significativamente maior (89,52 + 0,44%) e o menor valor (67,72%)
detectado em calos de hipocétilo, na auséncia de glutamina.

7.6.3.2 Efeito da frutose sobre as porcentagens de inibi¢do do radical
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de C. fissilis

Os resultados da tabela 35 indicam que, com frutose, a maior
porcentagem de inibi¢do do radical DPPHe. (85,85%) foi observada em
calos de raiz, cultivados no escuro, na presenca de glutamina. Esse valor
diferiu significativamente de todos os demais obtidos para os outros
tratamentos. Na luz, a presenca de glutamina diminuiu as porcentagens
de inibi¢do do radical livre DPPHe apenas em calos de no foliar e de
cotilédone e no escuro, apenas para os calos de cotilédone e de epicotilo.
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Tabela 35: Efeito da frutose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a porcentagem de inibicdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) de calos de Cedrela fissilis iniciados a partir de diferentes
tipos de explantes cultivados durante 8 semanas em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de
frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA.

(Extrato=10 mg de massa seca)

Condicgéo Tipo de explante  Glutamina Inibicdo do radical
de cultura (mM) DPPH (%)*
Luz No cotiledonar 0 39,23 + 1,97 fgh
2,73 40,00 £ 0,88 fg
Folha 0 7850+ 165hb
2,73 77,66 +0,73b
N6 foliar 0 32,35+£2,38j
2,73 26,80 £ 0,43 kI
Cotilédone 0 80,00+ 1,03 b
2,73 25,90 £ 1,03 Im
Hipocdtilo 0 21,30 £4,08 m
2,73 35,03+ 0,72 hij
Raiz 0 56,32 +4,87d
2,73 76,98 +0,40 b
Epicétilo 0 26,42 + 4,00 ki
2,73 46,01 +0,99¢
Escuro No cotiledonar 0 33,14+2,19]
2,73 43,17 + 1,79 ef
Folha 0 66,55 + 1,66 ¢
2,73 68,56 + 1,01 ¢
N6 foliar 0 30,73 £ 2,29 jki
2,73 31,13 +1,90 jk
Cotilédone 0 38,19 + 2,37 ghi
2,73 33,01 +£2,37j
Hipocatilo 0 51,60+ 1,19d
2,73 33,45 + 1,39 ij
Raiz 0 66,55 + 3,73 ¢
2,73 85,85+1,39a
Epicétilo 0 46,72 +140e
2,73 31,80 + 1,71j

®Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.
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Na luz (Tabela 35) calos de folha, com e sem glutamina, de
cotilédone sem glutamina e de raiz com glutamina apresentaram
significativamente as maiores porcentagens de inibicdo do radical livre
DPPHe (78,50 = 1,65; 77,66 + 0,73; 80 + 1,03; 76,98 = 0,40%
respectivamente). O tratamento que apresentou estatisticamente a menor
inibi¢do do radical DPPHe foram calos de hipocotilo, cultivados sem
glutamina (21,30 + 4,08%).

No escuro (Tabela 35), além dos calos de raiz com glutamina,
gue apresentaram significativamente as maiores porcentagens de
inibi¢do do radical livre DPPHe (85,85 + 1,39%), os calos de calos de
folha com e sem glutamina, e calos de raiz sem glutamina, também
apresentaram altas porcentagens de inibi¢do do radical livre DPPHe,
respectivamente de (68,56 + 1,01; 66,55 + 1,66; 66,55 + 3,73%).

7.6.3.3 Efeito da glucose sobre as porcentagens de inibigdo do radical
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de C. fissilis

Os resultados da tabela 36 indicam que, com glucose, as maiores
porcentagens de inibi¢do do radical DPPHe (86,29% e 84,58%) foram
observadas em calos de segmentos de folha e de raiz, cultivados no
escuro, com glutamina na auséncia de glutamina. Esses valores,
contudo, ndo diferiram significativamente dos obtidos para calos de raiz
(81,96%), cultivados com glutamina na luz. Com glucose, em todos 0s
tratamentos, tanto na luz como no escuro, a presenca de glutamina
aumentou significativamente as porcentagens de inibi¢do para todos 0s
tipos de explantes.
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Tabela 36: Efeito da glucose, luz, escuro, tipo de explante e glutamina
sobre a porcentagem de inibicdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) de calos de Cedrela fissilis iniciados a partir de diferentes
tipos de explantes cultivados durante 8 semanas em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de
glucose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA.
(Extrato=10 mg de massa seca)

Condicdo de Tipo de explante Glutamina (mM) Inibicdo do radical
cultura DPPH (%)*
Luz No cotiledonar 0 30,47+ 3,01
2,73 4501+291¢g
Folha 0 65,54 +1,83d
2,73 75,890+1,69c
No foliar 0 11,70 £ 2,29 |
2,73 51,85+2,13f
Cotilédone 0 23,84+ 1,99 k
2,73 37,82+0,85i
Hipocétilo 0 1,37+0,74m
2,73 32,45+ 0,67
Raiz 0 53,54 £5,05 f
2,73 81,96 + 1,38 ab
Epicotilo 0 51,13+ 2,77 f
2,73 43,47 +£0,29 gh
Escuro N6 cotiledonar 0 23,44 +0,86 k
2,73 69,92+1,08d
Folha 0 78,32 £ 0,55 bc
2,73 86,29 £0,76 a
N6 foliar 0 9,49 +0,96 |
2,73 58,72+ 0,76 e
Cotilédone 0 51,23 +4,29 f
2,73 75,21+1,45¢
Hipocétilo 0 39,56 + 2,12 hi
2,73 68,00+1,11d
Raiz 0 4551+154¢g
2,73 84,58 +1,33a
Epicotilo 0 28,02 + 2,88 jk
2,73 52,35+1,73 f

*Médias de no minimo cinco repeticdes seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<
0,05). MS= massa seca.

Com glucose, na luz (Tabela 36) observa-se que calos de raiz
cultivados com glutamina apresentaram significativamente a maior
porcentagem de inibi¢do do radical livre DPPHe (81,96 + 1,38%),
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seguidos de calos de folha cultivados na glutamina (75,89 + 1,69%). O
tratamento que apresentou a menor porcentagem de inibicdo do radical
livre DPPHe, foi o realizado com calos de hipocotilo, cultivados sem
glutamina (1,37 £ 0,74%).

Entre os tratamentos cultivados em glucose, no escuro (Tabela
36), os calos de folha e raiz cultivados na glutamina (86,29 + 0,76;
84,58 + 1,33% respectivamente apresentaram significativamente as
maiores porcentagens de inibicdo do radical livre DPPHe. A menor
porcentagem de inibi¢do do radical livre DPPHe foi detectada em calos
de nd foliar, cultivados na auséncia de glutamina (9,49%).

7.6.3.4 Andlise comparativa dos efeitos das fontes de carbono sobre as
porcentagens de inibicdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)
de extratos de calos de C. fissilis

A tabela 37 abaixo apresenta a compilacdo dos tratamentos que
apresentaram os melhores resultados para as porcentagens de inibigéo
do radical DPPHe- (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos, com
a manipulacéo das diferentes fontes de carbono. Verifica-se, quanto aos
tipos de explantes, que quando a sacarose foi a fonte de carbono, os
calos que produziram as maiores porcentagens de inibicdo foram
iniciados a partir segmentos de folha, hipocétilo, n6 foliar, cotilédone ou
hipocétilo. Porém, quando a frutose foi utilizada, os explantes de raiz
foram os que produziram calos com as maiores porcentagens de inibigédo
do radical livre DPPHe e com a glucose, os explantes de folha e raiz
foram os que produziram calos, cujos extratos apresentaram as maiores
porcentagens de inibig&o.

Quanto a eficiéncia da glutamina em promover as porcentagens
de inibicdo do radical livre DPPHe observa-se na tabela 25 que, quando
a fonte de carbono foi a glucose ou a frutose, a glutamina foi necessaria
para propiciar um efeito promotor, mas, quando a fonte de carbono foi a
sacarose, apenas foi necessaria a glutamina quando os explantes foram
né foliar, cotilédone e epicotilo. Quanto a necessidade de luz, verifica-se
que, com sacarose, quando segmentos de hipocotilo foram utilizados
como explantes a luz foi necessaria, sendo que para os demais explantes
as maiores inibicdes ocorreram quando foram cultivados no escuro.
Apenas para explantes de folha, tanto na presenga como na auséncia de
luz ocorreram altas porcentagens de inibigdo do radical livre DPPH* nos
extratos de calos. Ja com frutose ou glucose a auséncia de luz foi
necessaria. Apenas para explantes de raiz, cultivados em glucose é que
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as maiores porcentagens de inibicdo ocorreram tanto na luz como no
escuro.

Em termos quantitativos as maiores porcentagens de inibi¢do do
radical livce DPPHe detectadas em extratos de calos produzidos em
sacarose, frutose ou glucose foram similares, respectivamente de 89,52;
85,85 e 86,20%.

Tabela 37: Compilagdo dos melhores tratamentos (tipo de explante,
presenca/auséncia de glutamina, presenga/auséncia de luz) que
produziram as maiores porcentagens de inibicdo do radical DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) de extratos de calos de Cedrela fissilis
cultivados durante 8 semanas, em meio de cultura Murashige & Skoog,
semi-solido, suplementado com 118 mM de sacarose, glucose ou
frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5 pM de ANA.
(Extrato=10 mg de massa seca)
Fontes de carbono Inibi¢&o do radical DPPH
(%)
Sacarose Folha, sem glutamina, luz
Folha, sem glutamina, escuro
Hipocotilo, sem glutamina, luz
No foliar, com glutamina, escuro
Cotilédone, com glutamina, escuro
Epicétilo, com glutamina, escuro

Frutose Raiz, com glutamina, escuro

Glucose Folha, com glutamina, escuro
Raiz, com glutamina, escuro
Raiz, com glutamina, luz

7.7 ANALISES HISTOQUIMICA DE CALOS DE CEDRELA
FISSILIS

7.7.1 Teste histoquimico do azul de toluidina (AT-O)

Para caracterizar a morfologia e a histoquimica, foram escolhidas
14 amostras crescidas em diferentes condi¢cdes de cultivo, mas que
contemplam tanto as caracteristicas mais comuns quanto algumas
estruturas mais raras observadas nos calos.
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Calo de raiz apresentado na Figura 11— A, crescido em meio de
cultura contendo 118 mM de glucose, com a adi¢do de 2,73 mM de
glutamina e cultivados na luz, representa a morfologia com coloragédo
esverdeada, com presenca de calos maiores e outros menores na mesma
amostra. A amostra B, apontada na firgura 11 (calos de hipocétilo)
também foi obtida em meio de cultura suplementado com 118 mM de
glucose, e com a adi¢do de glutamina, apresentou calos com coloragdes
esverdeadas e calos alaranjados, sendo em sua maioria calos grandes. A
amostra C da figura 11, calos de nd cotiledonar apresentaram em sua
morfologia coloragdes esverdeadas com estruturas globulares brancas de
aspecto aveludado. As amostras D, E, F e G apontadas na figura 11, sdo
calos de folha, epicétilo, n6 foliar e cotilédone respectivamente,
apresentaram coloracdes esverdeadas, com estruturas esbranquicadas e
algumas amostras com pigmentacdo marrom (Figura 11, amostras E e
F).

Os calos cultivados com 118 mM de glucose, 2,73 mM de
glutamina no escuro (Figura 11, Amostras H a N) apresentaram
morfologias esbranquigadas quando comparados com o0s calos
cultivados na luz. Apresentaram estruturas globulares brancas de
aspecto aveludado, que apareceram com frequéncia em calos crescidos
nas diferentes condigbes deste cultivo. Estes calos apresentaram-se
fridveis quando comprados com os calos cultivados na luz.
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Figura 11: Diferentes morfologias de calos de Cedrela fissiliscrescidas na
presenca ou auséncia de luz cultivados durante 8 semanas em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de glucose, 2,73
mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA. A: Calos oriundos de raiz,
na luz; B: Calos oriundos de hipocétilo, na luz; C: Calos oriundos de no
cotiledonar, na luz; D: Calos oriundos de folha, na luz; E: Calos oriundos de
epicotilo, na luz; F: Calos oriundos de né foliar, na luz; G: Calos oriundos de
cotilédone, na luz; H: Calos oriundos de raiz, no escuro; I: Calos oriundos de
hipocétilo, no escuro; J: Calos oriundos de no cotiledonar, no escuro; K: Calos
oriundos de folha, no escuro; L: Calos oriundos de epicétilo, no escuro; M:
Calos oriundos de n¢ foliar, no escuro; N: Calos oriundos de cotilédone, no
escuro.

Quando observados ao microscépio de luz, os diferentes tipos de
calos de Cedrela fissilis quando tratados com Azul de Toluidina (AT-
0) apresentaram uma reacdo metacromatica na fina parede celular ((Fig.
12, A-N)) coloracdo roxa)), indicando a presenca de polissacarideos
acidos. Enquanto, que o citoplasma apresentou uma reacdo
ortocromatica, e a presenca de granulos ortocromaticos foram
verificados. Estes granulos possivelmente indicam a presenca de
compostos fendlicos.



Figura 12: SecgOes transversais de estruturas de calos de Cedrela fissilis
crescidas na presenga ou auséncia de luz em meio de cultura Murashige &
Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de glucose, 2,73 mM de
glutamina, 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA. Apé6s 8 semanas de cultivo,
submetidos ao teste histoquimico Azul de Toluidina. Note a reacdo
metacromatica nas paredes celulares e granulos ortocromaticos (em azul). A:
Calos oriundos de raiz, na luz; B: Calos oriundos de hipocétilo, na luz; C: Calos
oriundos de nd cotiledonar, na luz; D: Calos oriundos de folha, na luz; E: Calos
oriundos de epicotilo, na luz; F: Calos oriundos de né foliar, na luz; G: Calos
oriundos de cotilédone, na luz; H: Calos oriundos de raiz, no escuro; I: Calos
oriundos de hipocotilo, no escuro; J: Calos oriundos de né cotiledonar, no
escuro; K: Calos oriundos de folha, no escuro; L: Calos oriundos de epicétilo,
no escuro; M: Calos oriundos de n6 foliar, no escuro; N: Calos oriundos de
cotilédone, no escuro.

7.7.2 Teste histoquimico do PAS e Coumassie Briliant Blue (CBB)

Quando submetidos a histoquimica de PAS+CBB, os calos de
Cedrela fissilis apresentaram reacdo positiva aos polissacarideos
neutros ((Fig. 13, A-N)) coloragdo rosea)) evidenciando a presenca de
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celulose. No citoplasma foi possivel verificar a presenca de poucos
grdos de amido. Também foi possivel evidenciar a presenca de
organelas ricas em material proteico (( Fig. 13, A-N) coloragdo azulada).

Figura 13: SecgOes transversais de estruturas de calos de Cedrela fissilis
crescidas na presenca ou auséncia de luz em meio de cultura Murashige &
Skoog, semi-sélido, suplementado com 118 mM de glucose, 2,73 mM de
glutamina, 2,5 uM de BAP e 5 uM de ANA. Apb6s 8 semanas de cultivo,
submetidos ao teste histoquimico de PAS + CBB. Observe a rea¢do nas paredes
celulares, a presenca de grdos de amido (em rosa) e estruturas celulares ricas
em material proteico (em azul). A: Calos oriundos de raiz, na luz; B: Calos
oriundos de hipocétilo, na luz; C: Calos oriundos de n6 cotiledonar, na luz; D:
Calos oriundos de folha, na luz; E: Calos oriundos de epicoétilo, na luz; F: Calos
oriundos de né foliar, na luz; G: Calos oriundos de cotilédone, na luz; H: Calos
oriundos de raiz, no escuro; I: Calos oriundos de hipocétilo, no escuro; J: Calos
oriundos de n6 cotiledonar, no escuro; K: Calos oriundos de folha, no escuro; L:
Calos oriundos de epicétilo, no escuro; M: Calos oriundos de n6 foliar, no
escuro; N: Calos oriundos de cotilédone, no escuro.
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8. DISCUSSAO

A manipulagdo de aportes de carbono e glutamina no meio de
cultura em que foram produzidos os calos, visando otimizar o
metabolismo secundario, teve por base a constatacdo de que o
metabolismo secundario das plantas é dependente do metabolismo
primario, pois a sintese das moléculas do metabolismo secundério das
plantas ocorre a partir dos intermediarios das vias do metabolismo
primario, como a via glicolitica, ciclo de Krebs e via da pentose fosfato.

A via glicolitica e via da pentose fosfato sdo as duas maiores vias
que convertem o carboidrato a piruvato e malato, importantes para o
Ciclo de Krebs, e utilizam o mesmo substrato que é a glucose-6-fosfato,
que por sua vez se origina do metabolismo dos carboidratos disponiveis
na célula, sejam esses sacarose (carboidrato de transporte, além da
sacarose temos outros tipos de moléculas de carboidratos que podem ser
transportadas como as frutanas, frutose, glucose) ou amido (carboidrato
que pode ser armazenado). A via da pentose fosfato, que metaboliza a
glucose-6-fosfato para a producdo dos aglcares com cinco carbonos, as
pentoses, sdo importantes para a sintese dos acidos nucleicos (TAIZ &
ZEIGER, 2009). Dessa forma, tanto a glicélise como a via das pentose
fosfato poderiam ser estimuladas diretamente, pela maior
disponibilidade de carboidratos fornecidos no meio de cultura, gerando
uma quantidade maior de moléculas intermediarias que poderiam entdo
ser utilizadas para a construcdo das moléculas dos metabdlitos
secundarios.

Para a construcdo dessas moléculas sdo necessarios atomos de
carbono e em alguns casos, atomos de nitrogénio. Além disso, atomos
de carbono e de nitrogénio também serdo necessarios para construir 0s
aminodcidos e proteinas, muitas das quais enzimas que catalisardo as
reacOes das vias do metabolismo primario e secundario das plantas.

Para a assimilagdo do nitrogénio inorganico presente do meio de
cultura, sera necessaria a disponibilidade de moléculas de glutamato,
onde serdo incorporados os atomos de nitrogénio provenientes do ion
amodnio (que pode estar presente nessa forma no meio de cultura ou pode
ser oriundo da conversdo do nitrato em nitrito e do nitrito em aménio),
formando entdo a glutamina, pela acdo da enzima GS (glutamina
sintetase). Parte das moléculas de glutamina formadas servira de
molécula doadora de nitrogénio paras as reacGes que formardo os
aminoacidos, pela acdo das transaminases e parte sera importante para
se ligar ao alfa-cetoglutarato, fornecido pelo Ciclo de Krebs,
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regenerando o glutamato, molécula receptora do nitrogénio inorganico,
pela acdo da enzima GOGAT (glutamato sintase) (TAIZ & ZEIGER,
2009). Assim, a producdo de glutamato depende da quantidade de
glutamina disponivel e também dos esqueletos de carbono, na forma do
alfa-cetoglutarato, vindos do Ciclo de Krebs, que por sua vez dependem
dos carboidratos que estdo sendo metabolizados na via glicolitica.
Dessa forma, para otimizar a assimilagao do nitrogénio é necessario que
a célula tenha o aporte de carboidratos necessarios para construir as
moléculas receptoras do nitrogénio que esta entrando na célula, que sao
as moléculas de glutamato.

Portanto, a glutamina fornecida no meio de cultura, em
combinacdo com o fornecimento de maiores aportes de carboidratos,
poderia otimizar a producdo de mais moléculas de glutamato, para
otimizar a assimilacdo do nitrogénio inorganico disponivel. Poderia
também aumentar o nimero de moléculas de glutamina disponiveis para
acdo das transaminases e sintese de aminoacidos e proteinas estruturais e
enzimaticas, para os diferentes processos de sintese do metabolismo
primario e secundario, além de significar um aumento da
disponibilidade de atomos de nitrogénio, que poderiam ser utilizados na
sintese dos metabolitos secundarios nitrogenados.

Outros efeitos importantes do maior aporte de atomos de
nitrogénio, sejam esses fornecidos através de fontes de nitrogénio
organico ou inorganico, seria no metabolismo dos &cidos nucléicos e na
sintese de moléculas nitrogenadas que atuam como horménios, tanto
potencializando a producdo das enzimas de sintese como também
contribuindo estruturalmente para a construcao de moléculas especificas
como de certas auxinas, citocininas e poliaminas e de pequenos
peptideos sinalizadores, como a sistemina, com apenas 18 aminoacidos,
que viajam pelo floema das folhas sob herbivoria dos insetos para
aumentar o contedo de &cido jasménico e inibidores de proteinas em
folhas distantes, protegendo-as contra o ataque pelos insetos. Assim, 0s
suprimentos externos de nitrogénio e carbono poderiam estar alterando
0s niveis enddgenos dos hormdnios dos calos que, em interacdo com 0s
reguladores de crescimento fornecidos exdgenamente, poderiam estar
modulando os metabolismos primarios e secundarios.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram que foi
possivel otimizar, para nos cotiledonares, na presenca de 2,5uM de BAP
e 5 UM de ANA as melhores concentragdes de sacarose e de glutamina
que asseguraram a producdo de maiores concentracdes dos diferentes
tipos de metabdlitos analisados e a maior atividade antioxidante dos
calos. Quando foram manipuladas as concentracdes de BAP e ANA e as
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fontes de carbono, na concentragdo de 118 mM para este mesmo tipo de
explante, também foi possivel determinar as melhores concentracGes e
combinacdes de reguladores de crescimento, quando foi utilizada a
concentracdo de 2,73 mM de glutamina, que estimularam a producéo de
metabdlitos e atividade antioxidante. Porém, com as manipula¢cfes dos
tipos de explantes, fontes de carbono, glutamina e presenga e auséncia
de luz foi possivel otimizar ainda mais a producdo de compostos
fendlicos pelos calos em 95%, de flavonoides em 216%, de carotenoides
em 382%, clorofila a em 540% e clorofila b em 291% em relagdo aos
valores maximos obtidos nos experimentos anteriores conduzidos com
né cotiledonar, em que foram manipuladas as concentragfes de
glutamina, na presenca de 2,5 uM de BAP e 5 uM e ANA. Entretanto, a
otimizacdo da producdo de proteinas totais pelos calos foi de 18%, de
acUcares solUveis totais de 28% e de amido 36%. Varias consideracfes
sobre esses resultados serdo feitas a seguir.

Os experimentos que avaliaram o efeito das concentracBes de
sacarose e glutamina sobre a indugdo e morfogénese de calos de Cedrela
fissilis iniciados a partir de noés cotiledonares cultivados durante 8
semanas em meio de cultura Murashige & Skoog, semi-solido,
suplementado com 2,5 pM de BAP e 5 uM de ANA, mostraram que 0s
calos cultivados nas concentragdes de 59 e 118 mM de sacarose, sem a
suplementacdo de glutamina, apresentaram 85% de calogénese. Os
estudos conduzidos por Pilatti, (2011) sobre a dissimilagdo dos calos
talvez expliquem a possivel redugdo nas porcentagens de inducdo no
meio de cultura com glutamina, pois, nos calos cultivados em meio de
cultura contendo sacarose, a adicdo de glutamina resultou em um
aumento na fase lag, sugerindo que a adaptacdo do metabolismo das
células ao meio contendo a glutamina demanda mais tempo, atrasando o
inicio do crescimento dos calos. Foi possivel observar, que nos
tratamentos (59 e 118 mM de sacarose, sem a adicdo de glutamina)
ocorreu formacao de rizogénese. A formacao de raizes esta ligada a agédo
das auxinas e depende de sua concentracdo no meio de cultura. Altas
concentragBGes de auxinas no meio de cultura favorecem a rizogénese
direta nos explantes, ou a formacdo de raizes em calos, portanto, a
rizogénese ocorrida nestes tratamentos, pode ter sido pela maior sintese
de auxinas pelos calos e com a adi¢do de glutamina ao meio, provocou
inibicdo ou reducédo na producdo de auxinas pelos calos.

O efeito das concentragcdes de sacarose e glutamina sobre o
conteldo de proteinas totais revelou que calos cultivados com 59 mM de
sacarose e 546 mM de glutamina apresentaram as maiores
concentracBes deste composto, entretanto, com 118 mM de sacarose o
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maior contetdo de proteinas ocorreu com 2,73 mM e ndo com 5,46 mM
de glutamina. Tais resultados poderiam ser explicados pelo possivel
estresse osmotico causado pelas altas concentragdes de sacarose (118
mM) em combinagdo com concentragfes maiores de glutamina (5,46
mM), que poderia estar dificultando a absor¢do das moléculas de
glutamina disponiveis no meio de cultura, devido & possivel diminuicado
do potencial osmdtico. Assim, apesar de existir um aporte maior de
glutamina no meio de cultura, a molécula ndo pode ser aproveitada de
forma eficiente, talvez pela dificuldade de absorcdo pelas células dos
calos. Um resultado que confirma esta hipotese é o fato das
concentracGes de proteinas, tanto com 118 mM de sacarose na auséncia
de glutamina como na presenca de 5,46 mM terem sido similares. J&, no
tratamento com 59 mM de sacarose, é possivel que o potencial osmético
do meio de cultura tenha permanecido num nivel que permitiu a
completa ou mais eficiente absor¢do e utilizacdo dos 5,46 mM de
glutamina fornecidos, resultando na maior disponibilidade de nitrogénio
para a posterior sintese de aminoécidos e proteinas totais.

Os maiores niveis de agUcares sollveis totais e amido observados
com as concentracfes de 118 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina
podem ser explicados primeiro pelo fato do maior aporte de sacarose
implicar no aumento da disponibilidade de esqueletos de carbono para
incrementar as vias metabdlicas dos carboidratos, elevando os niveis
intracelulares dos agUcares sollveis e dos carboidratos armazenados na
forma de amido. Entretanto, é interessante notar que, na auséncia de
glutamina, a mesma concentracdo de sacarose (118 mM), ou seja, 0
mesmo aporte de esqueletos de carbono, ndo pbdde, por si s6,
incrementar os niveis de sintese de agucares sollveis totais e amido,
tendo sido necessaria a presenca de 5,46 mM de glutamina para otimizar
0 processo. E possivel que nesse caso, 0 maior aporte de glutamina no
meio de cultura tenha contribuido para otimizar a sintese de certas
proteinas/enzimas especificas das vias metabolicas de carboidratos, que
levam a sintese de acUcares solUveis totais e amido.

O mesmo raciocinio descrito no paragrafo anterior é valido para
explicar uma outra observacdo importante: 118 mM de sacarose e 5,46
mM de glutamina também resultaram na otimizacdo da via de sintese de
carotenoides pelos calos, o que faz sentido pois os carotenoides, que sao
tetraperndides com 40 atomos de carbono, sdo produzidos a partir do
acido mevaldnico, demandando grande quantidade de atomos de
carbono provida pela alta concentracdo de sacarose no meio de cultura e
de nitrogénio, fornecido pela glutamina, para otimizar a producdo das
proteinas/enzimas envolvidas na sintese desses compostos.
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A via de sintese dos tetraterpendides também fornece a cadeia de
fitol para a sintese das clorofilas, mas contraditoriamente, os maiores
niveis de clorofila nos calos, tanto da clorofila a como da clorofila b
foram observados nos tratamentos com 59 mM de sacarose e 5,46 mM
de glutamina e apenas no caso da clorofila b, 118 mM de sacarose e 2,73
mM de glutamina também promoveu a maior sintese. Como a clorofila é
formada pelos anéis tetrapirrolicos, que contém nitrogénio, é coerente
que a sintese desse composto tenha sido otimizada na presenca de niveis
maiores de glutamina e que tenha ocorrido no mesmo tratamento em que
foram detectados os maiores niveis de proteinas totais.

Os niveis de agucares sollveis totais permitem caracterizar as
fases de desenvolvimento celular que podem demandar maior produgdo
de compostos metabolicos especificos (SERRA, 1999). Acucares
funcionam como moléculas para armazenagem de energia, como
fornecedores de esqueletos de carbono orgénico para sintetizar
compostos pelas células (SERRA et al., 2000). Além disso, os niveis de
acUcares tem implicacbes em varios estudos fisiologicos, pois
significam  niveis de reserva prontamente disponiveis para o
crescimento (PASSOS, 1996).

Diferentes autores tém relatado a presenca de amido em células
vegetais, cultivadas in vitro (SWARNKAR et al., 1986; MANGAT et
al., 1990; BRANCA et al., 1994). O possivel papel deste polissacarideo
parece ser incerto ainda nos processos de desenvolvimento in vitro, mas
tém se sugerido que 0 amido pode atuar como fonte de energia ou como
agente osmotico essencial ao desenvolvimento (STAMP, 1997).
Trabalhos sobre a determinagdo de amido em células vegetais in vitro
foram realizados com culturas de calos embriogénicos e ndo
embriogénicos de Medicago arborea L. Estas culturas foram
investigadas a fim de determinar o contelido de amido e foi observado
que os calos ndo embriogénicos cultivados em meio MS foram os que
apresentaram maiores teores deste composto (MARTIN et al., 2000).

Apesar da maior concentracdo de proteinas totais nos calos ter
ocorrido com 59 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina e dos
maiores niveis de agUcares solUveis totais e amido terem ocorrido com
118 mM de sacarose e 5,46 mM de glutamina, os maiores niveis de
fendlicos totais e flavonoides, assim como a maior inibicdo do radical
DPPH ocorreram com 118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina, o
que indica que apenas nessas condi¢des de cultivo foram otimizadas as
vias de sintese desses compostos. Um outro aspecto importante é que, o
maior estresse osmdtico do meio de cultura, provocado pelas altas
concentragBes de sacarose e glutamina ndo redundou na maior producao
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dos fendlicos totais e flavonoides. Assim, apenas o fornecimento de um
maior aporte de 4tomos de carbono ndo é suficiente para otimizar a via
de sintese de fenolicos e flavonoides, sendo necessério o aporte paralelo
da quantidade de nitrogénio suficiente para a producdo de aminoacidos e
proteinas/enzimas envolvidas na sintese desses compostos. A sintese dos
compostos fendlicos ocorre a partir da glucose, via acido chiquimico,
podendo ser catalizada pela enzima PAL, a partir da fenilalanina, via
acido cinamico ou TAL, a partir da tirosina, via acido cumarico, ambas
podendo levar & sintese dos flavonoides. Portanto, fica claro que o maior
aporte de carbono estaria desempenhando um papel importante na
otimizagdo dessa via metabdlica.

O aumento de compostos fendlicos esta ligado a presenca da
enzima fenilalanina aménia liase (PAL, phenylalanine ammonia lyase) e
0s resultados obtidos no presente estudo indicam que nos calos
cultivados com sacarose, glutamina, na luz estiveram presentes 0s
fatores essenciais para a ativagdo da enzima PAL em estimular a sintese
de compostos fenolicos.

Quando avaliada a atividade antioxidante entre os tratamentos de
calos de Cedrela fissilis , foi possivel observar uma relagdo entre a
maior porcentagem de inibi¢do do radical livre DPPHe ¢ as maiores
concentragBes de compostos fenolicos totais, flavonoides e de clorofila
b (118 mM de sacarose e 2,73 mM de glutamina), que poderiam estar
atuando como antioxidantes. Os compostos fenolicos sdo potentes
antioxidantes, o que se deve principalmente a sua estrutura quimica e
suas propriedades redutoras. Estas caracteristicas fazem com que
desempenhem um papel importante na neutralizacdo ou sequestro dos
radicais livres, agindo no oxigénio singleto, atuando nas oxidacGes
lipidicas, e quelacio de metais de transicio (SATUE-GARCIA et
al.,1997; HOPIA & HEINONEM, 1999), agindo tanto na etapa de
iniciagdo como na desenvolvimento do processo oxidativo (SOARES,
2002; HASLAM, 1996; CHUN et al., 2005).

Culturas de calos de Citrus aurantifolia sdo capazes de armazenar
flavonoides, mas em menores quantidades, do que foi observado em
extratos de tecidos de folhas e frutos da planta (BERHOW et al.; 1994).
Tavano et al., (2009), observaram que culturas de calos de Camomila,
apresentaram valores baixissimos de flavonoides (0,12 pg/g MS). No
presente estudo, por outro lado, niveis maiores de flavonoides de 0,54
pHg/g MS foram detectados em calos produzidos com 118 mM de
sacarose e 2,73 mM de glutamina. Em condi¢bes naturais, 0s
flavonoides tém um importante papel na defesa de plantas. E possivel
que o meio de cultura utilizado que induziu a formacdo de calos, nao
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tenha favorecido a formacgéo de flavonoides, que apareceram em baixas
concentragbes, como também observado por Dias et al., (1998) em
Hypericum perforatum, ja que em meio de cultura, a planta ndo
necessitaria de produzir grande quantidade de fitoalexinas. Estudos com
calos de folhas de Passiflora quadrangularis, mostraram que, ao longo
do cultivo, ocorreram pequenas formacbes de flavonoides, mas que,
quando os calos foram expostos a radiagdo UV-B, houve maior
producdo deste composto (ANTOGNONI et al., 2007).

Alguns autores confirmam que a adi¢do de glutamina ao meio de
cultivo provoca o aumento de proteinas totais, como Zouine & Hadrami,
(2007), que analisando embrides somaticos de Phoenix dactylifera L.
observaramque a adicdo de glutamina ao meio de cultivo aumentou a
producdo de embrifes somaticos e estimulou a sintese de proteinas. Lai
et al,, (1992), estudando embriGes somaticos de Medicago sativa
também observaram que a glutamina tem um papel essencial em
estimular a sintese de proteinas. Santos e Caldeira, (1999), afirmam que
a adicdo de ambnio, que também é uma fonte de nitrogénio, como a
glutamina, em culturas de calos induz niveis baixos no conteldo de
proteinas solUveis totais.

Os niveis de agucares sollveis totais permitem determinar as
fases de desenvolvimento celular que podem fornecer maior producgéo
de compostos celulares especificos (SERRA, 1999). Acucares
funcionam como dispositivos para armazenagem de energia, como
fornecedores de esqueletos de carbono orgéanico para sintetizar
compostos através das células (SERRA et al., 2000). Além disso, os
niveis de aglcares tem implicacdes em varios estudos fisiolégicos, pois
significam niveis de reserva prontamente disponiveis para o crescimento
(PASSOS, 1996).

Muitos autores afirmam que o estresse salino, que poderia estar
ocorrendo no tratamento com 118 mM de sacarose e 5,46 mM de
glutamina, poderia levar a um incremento na atividade das enzimas
glutamina sintase (ROOSENS et al., 1998; VIEGAS & SILVEIRA,
1999) e glutamato sintase (BERTELI, 1995), envolvidas na assimilacédo
do ion aménio. A glutamina fornecida no meio de cultura entdo, também
poderia ser utilizada para aumentar a producdo de moléculas de
glutamato para assimilar mais ions amonio do meio de cultura, desta
forma, otimizando ainda mais a biossintese de glutamina e aminoacidos
pelas células. Esta sintese de glutamato depende de um precursor do
Ciclo de Krebs, o oa-cetoglutarato, cujo aporte depende do 6timo
metabolismo da fonte de carbono pela via glicolitica. Quando a planta é
fotossinteticamente ativa, a resposta ao estresse oxidativo se da pelo
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aumento nas concentracdes de carotenoides (SIMAO, 2010). No
entanto, muito pouco se sabe sobre como ocorre & sintese e acimulo de
carotenoides em culturas de calos.

O fato dos resultados dos experimentos conduzidos para verificar
o efeito das fontes de carbono (sacarose, frutose e glucose a 118 mM) e
das diferentes concentracbes de BAP e ANA sobre a inducdo e
morfogénese de calos cultivados durante 8 semanas em meio de cultura
Murashige & Skoog, semi-sélido terem indicado um efeito promotor da
frutose e glucose, na indugdo dos calos e da sacarose, na rizogénese,
poder ter sido devido & forma como esses agucares sdo metabolizados
pelas células dos calos.

A sacarose apresenta uma rota metabdlica diferente da frutose e
da glucose, pois para que a sacarose seja metabolizada é necessario que
as células dos tecidos absorvam as moléculas de sacarose do meio de
cultura, produzam as invertases, capazes de quebrar a molécula e
originar moléculas de D-glucose e de D-frutose, que serdo entdo
utilizadas, respectivamente, pelas enzimas hexoquinase e frutoquinase, e
transformadas em moléculas de glucose-6-fosfato e de frutose-6-fosfato,
para posterior processamento na via glicolitica. J& outra via possivel de
metabolizacdo da glucose-6-fosfato seria a via da pentosefosfato, que
utiliza a glucose-6-fosfato para conversdo em moléculas de agUcares de
5 carbonos (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Quando, porém, se adiciona apenas a glucose ao meio de cultura
é necessario que existam nas células duas enzimas ativas, que atuardo na
primeira reacdo de transformacdo em glucose-6-P e na segunda reagdo
de conversdo da glucose-6-P em frutose-6-fosfato, que seguird o fluxo
da via glicolitica e Ciclo de Krebs, em que outras enzimas serdo
necessarias. Parece entdo, que com a ministracdo da glucose e da frutose
ao meio de cultura, o metabolismo seria mais rapido do que com a
sacarose, pois as moléculas sdo rapidamente transformadas em glucose-
6-fosfato, na primeira reagdo e esta em frutose-6-fosfato, seguindo o
fluxo da via glicolitica, para a geracdo de energia para o crescimento das
células, via Ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa. Outra via de
metabolizacdo da glucose é a via da pentose fosfato citado
anteriormente, que utiliza a glucose-6-fosfato para conversdo em
moléculas de aclcares de cinco carbonos, entre elas as riboses, que
poderiam estar contribuindo para otimizar a sintese dos acidos nucléicos
e a divisdo celular.

O fato de todas as combinacGes de BAP e ANA terem
contribuido para a rizogénese dos calos produzidos com sacarose e ndo
com as outras fontes de carbono sugere que, com sacarose, 0S
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reguladores de crescimento atuaram de forma diferenciada. E possivel
que a sacarose tenha induzido alteragbes enddgenas no balanco de
auxinas e citocininas, que em combina¢do com todas as concentragdes
exogenas fornecidas atingiu o nivel 6timo para induzir a diferenciagdo
de raizes nos calos. A indugdo de raizes adventicias foi devida a
alteracdo da relacdo auxina/citocinina endogena dos tecidos, como
ocorre normalmente em plantas (ROSE et al., 2006).

A capacidade dos tecidos para formagdo de raizes depende de
varios fatores enddgenos ou exdgenos e suas interagBes (HAISSIG,
1982 & NEMETH, 1986). A iniciacdo das raizes é um processo que
demanda bastante energia e, portanto, a presenga de carboidratos no
meio de cultura (MOHAMMED & VIVALDER, 1988). De acordo com
George & Sherington (1984), a presenga de carboidratos tem mostrado
ser essencial para a formagao de raizes em calos cultivados in vitro de
muitas espécies. Nanda & Jain (1972) observaram que, para haver
enraizamento, ha necessidade de um nivel 6timo de carboidratos, e que
alguns sdo mais eficientes que outros. H& também uma interacdo no
nivel de carboidratos com o nivel hormonal endégeno (NEMETH,
1986).

Bhojwani & Razdan, (1983) verificaram que a diferenciacdo de
tecidos vasculares é afetada pela presenga de auxinas e sacarose. De
acordo com os mesmos autores, o efeito da auxina na diferenciacdo de
tecidos vasculares esta relacionado com a presenga de sacarose. A
sacarose poderia atuar como substrato para o processo de respiracdo
celular, fornecendo uma quantidade de energia para o0 processo de
rizogénese. Segundo George e Sherington (1984), a presenca de
carboidratos no meio tem demonstrado ser essencial para o
desenvolvimento de raizes em calos cultivados in vitro. Por outro lado,
Nemeth, (1986) cita que a sacarose estaria associada em manter 0s
niveis enddgenos de horménios, diferentemente das outras fontes de
carbono. Dessa forma, o metabolismo dos calos que apresentaram
rizogénese poderia ser diferente do metabolismo dos calos que nao
formaram raizes, principalmente quanto a disponibilidade dos niveis
enddgenos dos reguladores de crescimento.

O fato dos teores de proteinas totais serem maiores em certos
tratamentos sugere que a fonte de carbono utilizada, no caso a sacarose
em combinacdo com 5 uM de BAP e 5 uM de ANA ou a frutose, com
25 uM de BAP e 5 puM de ANA, interage com concentracfes
especificas de reguladores de crescimento para otimizar a sintese de
proteinas totais pelos calos. Tais resultados podem ser explicados pelo
fato de que tanto as citocininas como as auxinas estdo envolvidas no
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processo de retardar a senescéncia dos tecidos vegetais, e para atuarem
nessa direcdo, devem estimular o metabolismo das proteinas e acidos
nucléicos, mantendo os niveis destes compostos altos. Também as
auxinas em combinacéo com as citocininas podem estimular a divisdo
celular, que vai exigir maior sintese protéica e de acidos nucléicos.

E interessante notar que foi com a sacarose e com 2,5 uM de
BAP e 2,5 UM de ANA que foram produzidas as maiores concentracoes
de acucares solUveis totais, amido, fendlicos totais e clorofila a, mas
para otimizar a produgdo de carotenoides foi necessario aumentar a
concentracdo de BAP em relagdo ao ANA e trabalhar com as
concentracbes de 5 UM de BAP e 2,5 pM de ANA. E ainda foi
necessario utilizar a glucose para otimizar a sintese de flavonoides (2,5
UM de BAP e 2,5 uM de ANA), para otimizar a inibi¢do do radical
DPPH (5 pM de BAP e 5 pM de ANA) e otimizar a producdo de
clorofila b (5 pM de BAP e 25 pM de ANA). E ainda, varios
pardmetros como os agucares solUveis totais, o amido, os flavonoides,
carotenoides, clorofila a e a inibigdo do radical DPPHe foram
otimizados, pelas manipulacbes das fontes de carbono e das
concentragBes dos reguladores de crescimento, em relagdo aos
resultados dos experimentos comentados na se¢do anterior, em que para
a concentracdo de 2,5 UM de BAP e 5 uM de ANA foram manipuladas
as concentracgdes de sacarose e de glutamina.

Na avaliagdo do conteldo de proteinas totais, em calos
cultivados com diferentes concentracBes de BAP e ANA, foi possivel
observar que os calos cultivados com as concentraces de 5,0 uM de
BAP e 5,0 uM de ANA e o tratamento com frutose com 2,5 uM de BAP
e 5,0 uM de ANA apresentaram as maiores concentracdes de proteinas
solUveis totais. Geralmente, as auxinas, como ANA, utilizadas no
presente estudo, atuam na inicializacdo da divisao celular e controlam os
processos de crescimento e elongagdo celular. Algumas delas atuam no
metabolismo do RNA, induzindo a transcricdo de RNAs mensageiros
que decodificam proteinas para 0 crescimento, induzindo uma
desordenada proliferacdo celular e a formacdo dos calos (GEORGE,
1996). Evidéncias mostram que auxinas exdgenas estimulam a sintese
de novos RNAs e proteinas, em particular, em culturas de tecidos
vegetais (TEALE et al., 2006). Embora ndo haja henhuma informacao
sobre 0 mecanismo que ativa a sintese de tipos especificos de RNAs ou
as possiveis fungbes das proteinas que sintetizam. Além disso, o
envolvimento de reguladores de crescimento na inducdo e alteracdes
nos niveis de proteinas foi atribuida ao papel no controle da divisdo
celular, regulando certos genes (SPRINGER et al., 1995; TAKEUCHI
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et al., 1995). Diferentes concentracdes de reguladores de crescimento
podem desencadear mudancgas nos padrBes de proteinas em culturas de
calos (MOHAMED et al., 2011). Silva et al., (2005) observaram que
bandas de proteinas com pesos moleculares entre 94 e 20 kDa foram
detectadas em culturas de calos de Glycine wightii cultivadas em meio
MS, com 4,52 mM de 2,4-D e 0,46 mM de cinetina, sendo uma resposta
aos reguladores de crescimento. Renaudin et al., (1991), também
relataram que os padrBes de proteinas variaram significativamente no
seu nivel de expresséo, de acordo com as concentracdes de reguladores
de crescimento.

O fato das maiores concentracdes de agUcares sollveis totais e
amido ocorrerem no mesmo tratamento (sacarose, 2,5 UM de BAP e 2,5
UM de ANA) indica que ndo estad havendo competicdo entre as vias de
sintese de agUcares sollveis totais e a via de sintese de amido, assim a
combinagdo da sacarose com as concentragdes de 2,5 UM de BAP e 2,5
UM ANA estariam atuando de forma a otimizar as duas vias de sintese,
talvez pelo fato dos esqueletos de carbono supridos pela sacarose nédo
serem limitantes. Experimentos preliminares conduzidos por Nunes et
al., 2002 e por Laudano (2005) demonstraram a agdo sinergistica de
BAP e ANA na promogéo do crescimento em massa seca de calos de C.
fissilis originados a partir de segmentos nodais cotiledonares durante 45
dias em meio de cultura MS, semi-solido, suplementado com 20 g¢/L de
sacarose. Este fato talvez possa explicar o acumulo de maiores
concentracBes de agUcares solUveis totais e amido, como resultado do
estimulo do metabolismo necessario para prover 0 maior crescimento
dos calos.

O aclmulo de compostos fendlicos totais ocorreu em maiores
guantidades em calos de segmentos nodais cotiledonares, cultivados
com sacarose com 2,5 UM de BAP e 2,5 UM de ANA. Estes resultados
estdo em concordancia com os obtidos por Rao &Ravishankar (2002),
que afirmaram que ao manipular as condi¢des de cultura, incluindo as
concentracBes e o tipo de reguladores de crescimento, pode ser
estabelecida a formacdo do produtos secundario em plantas medicinais,
cultivadas in vitro. Os tipos e as concentra¢@es de auxina e citocinina ou
a razdo entre elas pode influenciar as concentracdes dos metabdlitos
secundarios em células de plantas cultivadas in vitro. Uma elevada
proporcdo da auxina 2,4-D e BAP (2 mg/l de 2,4-D : 1 mg/l de BAP) e
Picloran e BAP (0,1 mg/l de picloran : 2 mg/l de BAP) com a
suplementacdo de sacarose, promoveram maiores concentracGes de
fendlicos totais (29,21 + 0,91; 165,32 + 10,54 w/g MS respectivamente)
em culturas de calos de Larrea divaricata (PALACIO et al., 2012). Os
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autores afirmam que a sintese e o acimulo de compostos secundarios
dependem, também, do estado de diferenciacdo da célula ou do érgdo.
Compostos fendlicos também estdo envolvidos na regulacdo do
crescimento, na diferenciacdo e no controle dos niveis exdgenos de
auxinas, sendo que alguns tipos de fendlicos podem regular o transporte
de auxinas (MATO et al., 1998; DUNSTAN et al., 1995).

Quanto ao conteido de flavonoides, calos cultivados com
glucose, com a adicdo de 2,5 uM de BAP e 25 pM de ANA
apresentaram as maiores quantidades deste composto. Observa-se que
tanto para fendlicos, quanto para flavonoides, as mesmas concentragdes
de reguladores de crescimento eficientes foram as mesmas (2,5 UM de
BAP e 2,5 uM de ANA), mas o que diferiu foi o tipo de fonte de
carbono. Palacio et al., (2012), também observaram que as
concentragBes citadas anteriormente de auxinas e citocininas, também
promoveram maiores teores de flavonoides (quercetina) (10,55 + 0,71;
18,98 + 1,98 /g MS™ respectivamente) para 0s mesmos tratamentos em
calos de Citrus.

A maior producéo de carotenoides observada com sacarose, 2,5
MM de BAP e 2,5 uM de ANA indicou que a producdo desses
compostos foi influenciada mais pelo tipo de agUcar utilizado, Os
acUcares tém sido indicados para atuarem como mensageiros primarios
nos processos de transducdo de sinais, onde a expressdo de genes
regulam muitos processos importantes (FOYER, et al., 1997; LORETI
et al., 2005). Mas, ainda é desconhecido como o metabolismo dos
carotenoides € regulado por agucares. Zhang et al., (2012), investigaram
0S mecanismos que regulam o acumulo de carotenoides em um sistema
de 3 variedades de cultura de Citrus (Citrus unshiu Marc.; Citrus
sinensis Osbeck e Citrus limon Burm.f.) e observaram aumentos nas
concentracBes de carotenoides nos tratamentos cultivados com sacarose.
Segundo os autores, ocorreram alteracbes na expressdo de genes
relacionados com o metabolismo dos carotenoides. O maior nivel de
expressdo do gene CitPSY contribuiu para os aumentos nos teores de
carotenoides nas amostras tratadas com sacarose das trés variedades
citricas. Ja em frutos de tomate, ocorreu um aumento na expressao do
gene PSY, que também foi observado com o tratamento cultivado em
sacarose (TELEF et al., 2006).

Calos de segmentos cotiledonares, cultivados com glucose e com
50 UM de BAP e 25 pM de ANA apresentaram as maiores
concentracBes de clorofilas a e b. Os niveis de clorofila b foram
similares aos observados quando os nés cotiledonares foram cultivados
com 118 mM de sacarose, 2,73 mM de glutamina, 2,5 de BAP e 5 de
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ANA, mas a concentracdo de clorofila a aumentou 60%, indicando a
influéncia das concentragdes de BAP e ANA sobre o metabolismo
desses pigmentos.

A avaliagdo da atividade antioxidante de calos cultivados em
diferentes fontes de carbono e concentracdes de BAP e ANA revelou
que calos cultivados com glucose com 5,0 UM de BAP e 5,0 uM de
ANA apresentaram 0s maiores percentuais de inibicdo do radical
DPPHe. Estes resultados mostraram, para esta fonte de carbono, que
quanto maior foram as concentracbes de BAP e ANA, maior foi a
atividade antioxidante. Neste tratamento a porcentagem de atividade
antioxidante foi maior, ndo coincidindo com os tratamentos que
produziram os maiores niveis de fenolicos totais, que sdo potentes
antioxidantes. E possivel que ocorreram sinergismos com outros
componentes que estdo envolvidos em sistemas que combatem o
estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006). Um outro aspecto
importante, verificado nestes experimentos, foi que porcentagens de
inibicéo do radical DPPH acima de 70% também foram observadas com
sacarose, mas estas respostas coincidiram com o0s niveis mais altos de
fendlicos, flavonoides, carotenoides e clorofila b dos calos. Portanto, é
possivel que diferentes tipos de compostos, produzidos em diferentes
fontes de carbono e com diferentes combinagdes de concentragdes de
BAP e ANA estejam atuando como antioxidantes.

Os resultados obtidos nestes experimentos também podem ser
reflexo da natureza e do grau de diferenciacdo dos tecidos (TORRES et
al., 1999) e além dos fatores estudados, outros fatores inerentes ao
material vegetal, como os fatores genéticos e o estado fisioldgico da
planta mae doadora do explante podem influenciar a diferenciacéo e o
metabolismo dos calos in vitro (GRATTAPAGLIA & MACHADO
1998, CALDAS et al.,1990). Conforme Mantell (1994) e Pletsch
(1998), a produtividade de metabolitos in vitro pode ser inferior ou
superior, quando comparada a plantas inteiras. Calos de Gomphrena
globosa (Amaranthaceae) possuem potencial para a producdo de varios
metabdlitos in vitro, inclusive compostos ndo observados na planta mae,
(ANDRE et al., 2003). E possivel que a expressdo diferencial de genes
seja responsavel por esta variacdo de respostas.

Os resultados dos experimentos sobre inducao de calos a partir de
diferentes explantes indicaram a influéncia do tipo de explante.
Resultados semelhantes foram obtidos Yan et al., (2009), que estudaram
a calogénese a partir de placas basais de Allium chinese, onde,
verificaram que segmentos de raiz, cultivadas em meio BS5,
apresentaram 14,7% de calogénese e segmentos de folha formaram a
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menor quantidade de calos (0,4%). Soomro & Memon (2007) relataram
que a inducdo de calos a partir de hipocoétilos deJatropha curcas chegou
a 100%, enquanto que em folhas, a indugdo foi de apenas 40%. Os
autores relataram também que os calos formados a partir de folhas eram
verde escuro, compactos e nodulares, diferentemente dos calos formados
a partir de hipocétilo, que eram verde claro e fridveis. Isto também foi
observado no presente trabalho. Porcentagens de 100% de calogénese
foram observadas em calos cultivados nas fontes de carbono, frutose e
glucose, sendo que na sacarose esta taxa de inducao pareceu ser inferior,
chegando a 13,3 % em calos de folha, cultivados no escuro. O fato de
apenas para a sacarose, em todas as combinagdes, terem sido observadas
as menores taxas de inducéo de calos, indica a influéncia das fontes de
carbono sobre o processo, demonstrando que na presenca de glucose e
frutose o processo de indugdo de calos pode ser otimizado. Para a
cultura in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo, e
conseqlientemente, necessitam de uma fonte exdgena de carboidratos. A
eficiéncia da melhor fonte e concentracdo de carboidrato (carbono
reduzido) depende principalmente da espécie vegetal (NICOLOSO et
al., 2003). Borkowska & Szczerba, (1991), observaram que os aclcares
sacarose, glicose ou frutose favoreceram o crescimento de calos de
Prunus cerasus L. quando as suas concentracdes estavam entre 20 e 30
g.L'l; porém, na presenca de frutose, a proliferacdo foi a mais baixa. A
preferéncia pela glucose e frutose em relagdo a sacarose, como fonte de
carbono, por algumas espécies e tecidos, pode estar relacionada a
necessidade de as células excretarem a enzima invertase ao meio de
cultivo, visando a hidrolise da sacarose antes da absorcdo da fonte de
carbono (HEW & MAH, 1989). No presente trabalho com Cedrela
fissilis , verificou-se que a melhor porcentagem de inducdo ocorreu com
as fontes de carbono glucose e frutose, indicando que esta espécie pode
apresentar dificuldades em absorver e/ou metabolizar a sacarose
diretamente do meio de cultura ou também seus produtos de hidrolise
como observado por (NICOLOSO et al., 2003) em outros sistemas. Isto
também foi observado por Pilatti, (2011), onde calos de cedro,
cultivados na sacarose, apresentaram as menores porcentagens de
calogénese, quando comparados com glucose e frutose.

No tratamento de folha, cultivado com sacarose e com a presenca
de luz ndo ocorreu formacdo de calo, isto pode ter sido devido a um
efeito téxico da glutamina. Quando o nitrogénio na forma de nitrato é
adicionado ao meio de cultivo, a atividade da enzima nitrato redutase
(RN) (ASLAN & OAKS, 1976; OAKS, 1992) e a quantidade da
proteina-RN (SOMERS et al., 1983) sdo aumentadas em diferentes
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tecidos das folhas e raizes, embora Srivastava (1980), afirme que o
efeito da forma de aplicacdo do nitrogénio na atividade da enzima
nitrato redutase depende da espécie e do gendtipo. Nas folhas, a
atividade biossintética da glutamina sintetase (GS) e da glutamato
sintase (ferredoxina- GOGAT) sdo fortemente reguladas pela luz
(HIREL & GADAL, 1980) e por nitrogénio (SANTOS & SALEMA,
1992), embora o fornecimento diferencial de nitrato e aménio as plantas
tenha revelado efeitos controvertidos, podendo ser negativo, positivo ou
nulo (MIFLIN & LEA, 1977; MACK, 1995). Isto pode ser uma possivel
explicagdo pela baixa ou nula porcentagem de formagdo de calos
oriundos de explantes de raiz e folha obtidas no presente trabalho.
Gamborg (1970) mostrou que a adicdo de aminoacidos (glicina Max) ao
meio de cultura para culturas em suspensdo de soja, teve efeito inibitdrio
total. Este estudo mostrou que a adicdo de aminodcidos em
concentracGes de milimolares tem efeito sensivel ao cultivo e revelou
que € uma caracteristica generalizada de plantas superiores.

Através dos resultados obtidos no presente trabalho sobre as
diferencas significativas no conteldo de proteinas totais em calos de
Cedrela fissilis , foi possivel observar que com a fonte de carbono
sacarose, calos de cotilédone, cultivados sem glutamina na luz,
apresentaram 0s maiores contetdos deste composto. O fornecimento,
portanto, de sacarose poderia contribuir para suprir a demanda de
atomos de carbono para a biossintese destes compostos. Contudo, o
fornecimento de glutamina poderia significar o aumento do aporte de
nitrogénio, para a formagdo de aminoacidos e de proteinas, muitas
destas enzimas, poderiam otimizar os mecanismos de biossintese.
Assim, poderiamos esperar que um aporte maior de atomos de carbono,
pela concentracdo de sacarose e de nitrogénio, através do fornecimento
de glutamina, poderiam otimizar a producédo de proteinas totais, mas isto
ndo aconteceu. Talvez, os atomos de nitrogénio, estejam sido desviados
para outras rotas metabolicas, que ndo a de biossintese de proteinas
totais.

A tilizacdo de carboidratos em culturas de tecidos é essencial
para sustentar o crescimento em culturas in vitro. Varios carboidratos
podem ser utilizados, mas a sacarose é a fonte de carbono mais utilizada
no meio de cultura e por isso pode ser otimizada (IRAQUI &
TREMBLAY, 2001). Calos de cotilédone de Senna spectabilis,
cultivados com 3% de sacarose, 10 ou 40 mg. L de 2,4-D,
apresentaram maiores teores de proteinas solGveis (p<0,05)
apresentando valores acima de 100 mg/g™ de massa seca (SADO, 2009).
Sendo que esta autora, afirma que os teores de proteinas sollveis totais
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foram expressivos nos calos de Senna spectabilis, quando comparados
com o trabalho de Silveira et al., (2004), em que o maior valor obtido
pela quantificacdo de proteinas sollveis totais em cultura de suspensdo
celular de Pinus taeda L. foi de 0,73 mg/g™ da massa fresca (estimando
10% deste valor para massa seca). Em culturas de calos de batata doce,
explantes de folha e peciolo forneceram maiores quantidades de
proteinas em maiores concentracfes de sacarose em 3% (HATTORI et
al., 1991). Satyavani et al., (2011) desenvolveram um protocolo para
regeneracdo de plantulas de Citrullus colocynthisin vitro e observaram
que a regeneracdo de brotos foram superiores em concentragBes de
sacarose em 3%, que também foi melhor para produgdo de proteinas. O
cultivo de calos pode ser uma alternativa para producéo de proteinas
continuadamente e pode ser um sistema Gtil e importante para o estudo
de sua regulagdo e hiossintese (PODDER et al., 1993) e em estudos
bioquimicos (SERRA et al., 2000). Reguladores de crescimento tém um
efeito importante sobre a produgdo de proteinas, um estudo mostrou que
auxinas exdgenas estimulam a sintese de RNA e proteinas,
principalmente em cultura de tecidos (TEALE et al., 2006)m embora
ainda ndo haja nenhuma informacdo sobre o mecanismo que ativa a
sintese de tipos especificos de RNAs (MOHAMED et al., 2011).

Varios trabalhos foram realizados com a utilizagdo de explantes
como cotilédones e segmentos inter-nodais para a producgdo de proteinas
totais (BIONDI & THORPE, 1982). Explantes de cotilédones cultivados
in vitro sdo muito Uteis para estudos de acontecimentos fisiolégicos e
bioquimicos (THORPE, 1988). Estudos com caracterizacdo da
expressdo de genes ao nivel de sintese de proteinas em cotilédones de
Pinus radiata, cultivados com a presenca de citocininas, foi possivel
observar que com o desenvolvimento dos cotilédones, as mudancas
observadas nos perfis, sendo selecionadas algumas categorias de
proteinas, sendo que podem estar relacionadas com a capacidade dos
cotilédones em formar ramos em seu processo de desenvolvimento in
vitro (THOMPSON & THORPE, 1997). Observa-se também que
ocorreu alto conteldo de proteinas (12,76 pg/g MS) em calos de
Cedrela fissilis originados a partir de calos de cotilédone cultivados na
auséncia de glutamina, na luz. Santos et al., (2003), analisando calos de
segmentos foliares de pinhdo-manso, observaram que ocorreram
constantes e baixos teores de proteinas durante o periodo de 84 dias de
cultivo (0,04 mg/g MF). Estes resultados sdo contraditérios em relagédo
aos observados Serra et al., (2000), que detectaram grande acimulo nos
teores de proteinas em calos obtidos a partir de explantes foliares de
castanheira-do-Brasil (6,5 pg/g MF). No entanto, este acumulo de
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proteinas, pode depender de espécie para espécie vegetal (PALMA et
al., 2011).

Alguns autores se contradizem em relagdo a adi¢do de glutamina
ao meio de cultivo para aumento de proteinas totais, pois para Zouine &
Hadrami, (2007), analisando embriGes somaticos de Phoenix dactylifera
L. perceberam que a adicdo de glutamina no meio de cultivo aumenta a
producdo de embrides somaticos e estimula a sintese de proteinas. Lai et
al., (1992), estudando embrides somaticos de Medicago sativa também
observaram que a glutamina tem um papel essencial na estimulacéo da
sintese de proteinas. Ja para Santos & Caldeira, (1999) afirmam que a
adicdo de amdnio em culturas de calos induz niveis baixos no contetido
de proteinas sollveis totais.

Quanto ao conteudo de aglcares sollveis totais, calos de
cotilédone e n6 foliar, cultivados sem glutamina e na presenca de luz,
apresentaram as maiores concentracfes destes carboidratos. Estes
resultados indicam que a otimizacdo por estes tratamentos pode ser
realizada, pois a sacarose ministrada ao meio de cultura tenha sido
utilizada para o metabolismo celular (SERRA et al., 2000). A
determinacdo de aglcares solUveis totais permite determinar as fases de
desenvolvimento celular que podem fornecer maior producdo de
compostos celulares especificos (SERRA, 1999). Aclcares funcionam
como dispositivos para armazenagem de energia, como um componente
importante de suporte mecanico aos tecidos ou também como
fornecedores de esqueletos de carbono orgéanico para sintetizar
compostos através das células (SERRA et al., 2000). Além disso, a
determinacdo dos niveis de agUcares tem aplicagcGes em varios estudos
fisioldgicos, pois revela niveis de reserva prontamente disponiveis para
0 crescimento (PASSOS, 1996). Quanto ao contetdo de acgucares
solliveis totais, observados no presente estudo, sugere-se que as células
em crescimento acumularam estes altos teores de agUcares para auxiliar
0 crescimento ao longo do periodo de cultivo in vitro. Sado, (2009)
quantificou o teor de aclcares solUveis totais em calos de Senna
spectabilis e verificou concentracdes superiores a 200 mg/g™ de massa
seca em acgUcares sollveis totais.A condicdo de cultura in vitro é
considerada estressante, pelas altas concentragdes de sais nos meios de
cultura, espaco restrito e alta umidade (POSPOSILOVA et al.,1999).
Segundo Thompson et al., (2008) plantas sob estresse produzem
quantidades adequadas de assimilados para dar suporte ao crescimento,
porém acumulam grandes quantidades de sacarose nos tecidos
imediatamente apds o estresse além do papel da sacarose como agente
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regulador da osmolaridade intracelular, evita a perda excessiva de agua
pelos tecidos vegetais.

Varios trabalhos evidenciam a determinacdo de acUcares soliveis
totais através do periodo de cultivo dos calos, sendo relacionado ao
crescimento destes. Abbade et al., (2010) analisaram calos oriundos de
folhas de Ipé-branco quanto ao seu crescimento e conteddo de agugares
sollveis totais, onde verificaram valores maiores ao primeiro dia de
inoculagdo até aos 45 dias de cultivo, sendo que ap6s isso, ocorreu um
decréscimo de agUcares solUveis. De acordo com Lima et al., (2007), os
acucares contidos nas folhas da planta mée, a partir do qual séo
derivados os explantes é onde se origina este aumento inicial, sendo
mais tarde suprida, através da demanda metabdlica para o crescimento
dos calos. Azevedo (2003), também observou este mesmo fato com
calos oriundos de folhas de copaiba. No presente trabalho, ndo foram
realizadas curvas de crescimento e o conteldo de aglcares solUveis
totais, conforme o periodo de cultivo, pois o0 objetivo deste ndo era
verificar o quanto de agucares continha no periodo de crescimento, mas
sim, determinar quanto deste existira em diferentes tratamentos, sendo
que foram analisados apds 8 semanas de cultivo, ou seja, mais ou menos
60 dias, obtendo resultados satisfatdrios.

Na analise de amido verificou-se correlacdo entre agUcares
solveis totais e o amido (anlise de correlacdo R*= 0,88; p < 0,05),
pois, de uma maneira geral, os calos oriundos dos mesmos explantes que
obtiveram maiores teores de acUcares sollveis totais, foram para o
contetdo de amido. Uma possivel explicacdo para tal é que nas plantas,
sacarose e amido sdo assimilados pelas folhas, sendo produtos finais de
duas rotas gliconeogénicas fisicamente separadas: sacarose no citosol e
amido nos cloroplastos. Sob iluminacdo, o dissacarideo sacarose &
continuamente exportado do citosol foliar para as partes néo
fotossintetizantes da planta, enquanto o polissacarideo amido
simultaneamente acumula-se como grdos nos cloroplastos. O
escurecimento ndo somente cessa a assimilagdo de carbono, mas
também da inicio a degradacédo de amido dos cloroplastos para manter a
exportacdo da sacarose (TAIZ & ZEIGER, 2009). Este fato ndo esta de
acordo com os resultados do presente trabalho, pois calos de folha,
cotilédone e raiz cultivados na frutose e na glucose sem a presenca de
glutamina no escuro apresentaram concentracGes significativas de
amido, indicando possiveis ativac@es de outras rotas metabolicas para a
producdo destes compostos.

A regulacdo do crescimento pela luz e aclcares garante a
utilizacdo Otima dos recursos de carbono e energia nos tecidos
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exportadores e importadores de carboidratos. Além disso, esse tipo de
controle leva a adaptacdo do metabolismo de carbono a alteragdes das
condi¢Bes ambientais e a disponibilidade de outros nutrientes. Em geral,
um baixo status de acucar melhora a fotossintese, a mobilizagdo de
reservas e a exportacdo, enquanto aclcar em abundancia promove o
crescimento e a estocagem de carboidratos. Em se tratando de culturas
de calos, as células possuem o potencial para fotossintese in vitro, mas o
crescimento da maioria das culturas é sustentado pela fonte de
carboidratos adicionados ao meio. Ao mesmo tempo, reconhece-se que a
presenca de carboidratos no meio inibe a sintese de clorofila e, portanto,
reduz a capacidade fotossintética das culturas (EDELMAN &
HANSON, 1971; YAMADA & SATO, 1978). Os carboidratos
fornecem energia metabdlica e esqueletos carbdnicos para a biossintese
de aminodcidos e proteinas, polissacarideos estruturais como celulose,
enfim, todos 0s compostos organicos necessarios para o crescimento das
células. Portanto, ao que tudo indica acimulo de agucares se da acimulo
de carboidratos de reserva, o amido, como observado no presente
estudo.

Vérios trabalhos utilizaram a sacarose como fonte de carbono,
pois esta € a melhor fonte de carbono para induzir polissacarideos
(ROSS et al., 1994). A sacarose € uma fonte de carbono importante para
0 armazenamento de hexoses e sintese de polissacarideos, ap6s a sua
hidrdlise, papel efetuado pelas enzimas sacarose sintase ou sacarose
invertase. Esta hidrolise é efetuada no citosol por enzimas invertases
sollveis, moléculas &cidas ou béasicas que sdo capazes de fornecer
hexoses, substratos principais para a sintese de estruturas de
armazenamento e polissacarideos (ROSS et al., 1994; VAN DEN ENDE
et al., 1995). Diferentes autores tém relatado a presenca de amido em
células vegetais, cultivadas in vitro (SWARNKAR et al., 1986;
MANGAT et al., 1990; BRANCA et al., 1994). O possivel papel deste
polissacarideo parece ser incerto ainda nos processos de
desenvolvimento in vitro, mas tém se sugerido que o amido pode atuar
como fonte de energia ou como agente osmético essencial ao
desenvolvimento (STAMP, 1997). Trabalhos com a determinacdo de
amido em células vegetais in vitro foram realizados, culturas de calos
embriogénicos e ndo embriogénicos de Medicago arborea L. foram
investigados a fim de saber o contelido de amido, onde perceberam que
calos ndo embriogénicos cultivados em meio MS, foram os que
apresentaram maiores teores deste composto (MARTIN et al., 2000).
Kitahara et al., (2002), analisaram calos de batata-doce e perceberam
que a partir de 1 semana, o conteido de amido aumentou para 10,6% do
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total de peso seco dos calos, sendo que em 4 semanas este composto
aumentou significativamente. Marafon et al., (2007), analisaram o
contedo de amido em gemas de pessegueiro (Prunus pérsica L. ) e
observaram que durante a dorméncia, a gema possui baixa capacidade
mobilizadora para assimilados e nutrientes minerais, aumentando a
hidrdlise de amido e a sintese de sacarose como forma de protecéo ao
frio e que, no periodo de saida da dorméncia, a gema se torna um dreno
metabdlico preferencial, acumulando reservas (sorbitol e amido) por
meio de transporte ativo, as quais seriam metabolizadas, induzindo o
rompimento da gema, este fato de uma certa forma, pode explicar o
resultado do presente trabalho, onde foi observada maior acimulo de
amido em calos oriundos de né foliar.

Os flavonoides constituem a maior classe de fendlicos vegetais.
Os flavonoides sdo classificados em grupos diferentes, pelo grau de
oxidacdo da cadeia de trés carbonos. Eles abrangem as antocianinas, 0s
flavondis, as flavonas e as isoflavonas (TAIZ & ZEIGER, 2009). Estao
presentes em todas as plantas vasculares, estando distribuidos
principalmente nas partes aéreas dos vegetais, como as folhas e em
quantidades variadas (HARBORNE, 1984; ABDALA, 1999). No
presente estudo, calos de cotilédone, cultivados na sacarose, com a
suplementacdo de glutamina e na luz apresentaram as maiores
concentracGes de flavonoides e de fendlicos totais. Foi observado que o
acimulo destes compostos pode ter sido provocado pela adicdo de
glutamina ao meio de cultura.

Este maior acimulo de fendlicos em calos de cotilédone e folha
cultivados com sacarose pode estar ligado a presenca da enzima
fenilalanina aménia liase (PAL, phenylalanine ammonia lyase) A
atividade desta enzima é aumentada, quando os niveis de nutrientes e luz
(pelo seu efeito no fitocromo) sdo baixos e pela infecgdo por fungos
(TAIZ & ZEIGER, 2009). Pelos dados no presente estudo, calos
cultivados com sacarose, glutamina e luz dispuseram dos fatores
essenciais para a ativacdo da enzima PAL.AIém disso, um estudo feito
com cotilédones de Caesalpinia peltophoroides foi observado por testes
histoquimicos, grandes cavidades secretoras, distribuidas pelos
cotilédones e grandes acumulos de compostos fenolicos (CORTE,
2005). Talvez calos oriundos de cotilédone, tenham maior potencial para
produzir estes compostos. Trabalhos utilizando cultura de calos foram
realizados a fim de avaliar o conteldo de compostos fendlicos
(TRAUTMANN & VISSER, 1989; SCOCCIANTI et al., 2000). Em
culturas de plantas lenhosas, é comum a ocorréncia de compostos
fendlicos, que podem estar ligados a processos de regulacdo de
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crescimento, especialmente as auxinas que, dependendo da concentragdo
enddgena no tecido, induzem & sintese desses compostos. Nas plantas
lenhosas, sobretudo, acumulam-se polifendis e produtos de oxidagdo,
como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superficie
incisada, os quais modificam a composi¢cdo do meio de cultivo e a
absorcéo de metabdlitos (ANDRADE et al.,2000).

Chandler & Dodds, (1983), observaram que a adi¢do de sacarose
e concentragdes baixas de nitrogénio para o cultivo de calos de folhas de
Solanum laciniatum aumentou as concentrag@es de compostos fendlicos
e observaram ainda que estes calos apresentaram tamanhos menores, ou
seja, reducdo significativa no crescimento e no peso fresco final.
Portanto, a adigdo de sacarose ao meio de cultivo, pode ser um indicio
de maior disponibilidade de carbono e sendo assim, maior formagéo de
produto secundario, embora este aumento seja inversamente
proporcional com o crescimento dos calos. Outro fator que pode estar
relacionado com a producao de compostos fendlicos é o tipo de explante
e as condi¢des de luminosidade, como por exemplo, calos de folha de
Solanum laciniatum responderam muito mais com a producdo de
fendlicos, principalmente em condi¢cdes de luminosidade especificas.
Moumou et al., (1992), analisando calos de hipocétilo de Fagopyrum
esculentum, observaram que os calos cultivados com sacarose, tanto na
luz, quanto no escuro, apresentaram concentragdes de catequinas (tipo
de compostos fendlicos), mas que em condi¢es de luz, apresentaram
em maiores quantidades.

No presente trabalho, foi possivel observar que calos oriundos de
folha, cultivados com sacarose e sem glutamina foram o0s que
apresentaram maiores quantidades de carotenoides. A captacdo da luz é
realizada por receptores de luz (pigmentos) que estdo inseridos na folha,
por isso que no presente trabalho, as analises foram realizadas somente
para calos cultivados na luz. Nas plantas, os pigmentos fotossintéticos
sdo clorofilas e carotenoides, as clorofilas refletem a luz verde enquanto
que os carotenoides refletem as luzes amarela e laranja. Esses pigmentos
estdo associados a proteinas que compdem dois dos complexos protéicos
inseridos nas membranas dos tilacéides dos cloroplastos: o fotossistema
I e o fotossistema Il, formando uma antena coletora de luz ao redor dos
fotossistemas. As clorofilas absorvem luz principalmente na faixa do
azul e do vermelho, engquanto os carotenoides absorvem luz na faixa do
azul (PAULILO et al, 2010). Além disso, os carotenoides
desempenham um importante papel na nutricdo e na salde humana,
como a principal fonte de pré-vitamina A (COMBS, 1998) e na redugédo
de incidéncia de certas doengas (GIOVANNUCCI, 1999; KRINSKY et
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al., 2003). Trabalhos realizados com culturas de calos para a
guantificacdo de carotenoides totais revelou que calos de Cleome rosea
cultivados em meio MS, com 30 g.L de sacarose e com 0,2 mg. L™ de
2,4-D aos 60 dias de cultivo apresentou 3,45 + 0,01 pug. g MS de
carotenoides totais. J& calos cultivados nas mesmas condi¢fes, mas
cultivados por periodo de 90 dias revelaram 4,70 + 1,30 ug.g MS de
carotenoides totais (ROCHA, 2012), sendo que a autora afirma que estas
concentragbes foram eficientes para a otimizagdo da producdo dessas
substancias. No presente estudo foram detectados nivel de carotenoides
superior de 5,62 pg.g MS em calos de Cedrela fissilis originados de
folhas e cultivados com glucose.

Outro fator que a autora verificou foi a manutengéo das culturas
na presenca de luz influenciar de forma positiva o crescimento dos
calos. A influéncia da luz sob inducdo e eficiéncia do processo
calogénico ja foi reportado em alguns estudos. Uma maior producéo de
massa calogénica foi alcancada por culturas de Stryphnedendron
adstringens (barbatimdo) mantidas em meio MS suplementado com 2,4-
D e na presenga de luz quando comparado a culturas mantidas no escuro
(CASTRO et al., 2009). Resultados similares foram alcancados em
culturas de calos de Oryza sativa (AFRASIAB & JAFAR, 2011).
Entretanto, sabe-se que a luz tem grande influéncia na mediacdo da
regulacdo da biossintese dos carotenoides, influenciando a expressdo
génica (BRAMLEY, 2002; SIMKIN et al., 2003; PIZZARO &
STANGE, 2009).

Dos calos analisados de Cedrela fissilis a partir de CLAE, foi
possivel observar que a luteina foi 0 componente majoritario. Depois
desta, apresentou-se o isémero trans-do [-caroteno e a xantofila
zeaxantina. Assim como o B-caroteno, luteina e zeaxantina também
desempenham o papel de fotoprotetores e estdo envolvidos na
dissipacdo térmica do excesso de energia (GARCIA-PLAZAOLA et al.,
2003). Calos oriundos de folha de Kalanchoé crenata obtiveram
maiores concentragdes de luteina e B-caroteno, do que 0s outros tipos de
carotenoides cultivados na luz (STOBART et al., 1967). Davey et al.,
(1971), analisando calos de folha e extratos de folhas de Atropa
belladonna, verificaram que os niveis de carotenoides eram menores nos
calos do que em extratos somente de folhas, mas que nos calos continha
maiores contetudos de luteina e -caroteno.

Quando avaliada a atividade antioxidante entre os tratamentos de
calos de Cedrela fissilis , ndo foi possivel observar uma correlacéo entre
a porcentagem de inibi¢do do radical livrie DPPHe e as concentragdes de
compostos fendlicos totais e os carotenoides. Os compostos fendlicos
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sdo potentes antioxidantes, o que se deve principalmente a sua estrutura
quimica e suas propriedades redutoras. Estas caracteristicas fazem com
que desempenhem um papel importante na neutralizagdo ou sequestro
dos radicais livres, agindo no oxigénio singleto, atuando nas oxidagdes
lipidicas, e quelagio de metais de transicdo (SATUE-GARCIA et
al.,1997; HOPIA & HEINONEM, 1999), agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na desenvolvimento do processo oxidativo (SOARES,
2002; HASLAM, 1996; CHUN et al., 2005). Pelos dados analisados, os
tratamentos que apresentaram maiores inibi¢des do radical livre DPPHe
mais de 80% foram os calos de folha cultivados na sacarose, sem a
suplementacdo de glutamina e no escuro. Para o contelido de compostos
fendlicos, calos de cotilédone, cultivados na sacarose, com glutamina e
luz apresentaram as maiores concentragfes deste composto e calos de
folha, cultivados sem glutamina e luz apresentaram os maiores teores de
carotenoides, sendo que os tratamentos ndo casaram e este fato pode
acontecer, pois nos extratos podem ocorrer sinergismos com outros
componentes que estdo envolvidos em sistemas que combatem o
estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006), acarretando talvez, na
sintese de outras substancias que desempenhem papel antioxidante. Ha,
portanto, a necessidade de investigagcbes mais aprofundadas, sobre a
razdo de alguns tratamentos apresentaram uma alta porcentagem de
inibigdo do radical DPPHe* e outros apresentarem baix0s teores de
compostos fendlicos e carotenoides, ou vice-versa.

A fonte de carbono frutose induziu maiores concentragdes de
proteinas totais e compostos fendlicos totais em calos de nd cotiledonar,
cultivados sem glutamina e no escuro e para aglcares sollveis totais
foram calos de raiz, cultivados sem glutamina e no escuro. Isso mostra
que a fonte de carbono, o tipo de explante e as condi¢es de escuro
interferem no acimulo destes compostos. Estes dados corroboram com
Santos et al., (2008) avaliaram as concentragdes de proteinas totais e
verificaram maiores teores em calos de segmentos nodais (0,13 mg . g™
de MF). Estudos recentes demonstraram que o polissacarideo acido de
Chorisia speciosa, é capaz de induzir atividade de proteinas, além de
induzir acimulo de compostos fenodlicos em cultura de células de Rubus
Fruticosus, sendo que existe relagdo entre proteinas e compostos
fendlicos (SOUZA, 2005). Por calos de n6 cotiledonar apresentar
maiores contelidos de proteinas e compostos fendlicos se deva pela
mesma adi¢do de fonte de carbono, frutose e talvez pela afinidade entre
proteinas e fendlicos. Segundo, Arnaldos et al., (2001) compostos
fendlicos combinam-se reversivelmente com proteinas por pontes de
hidrogénio e irreversivelmente por oxidacdo seguida por condensacdo
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covalente. Calos de segmentos foliares de aroeira-do-sertdo
(Myracrodruon urundeuva), cultivadasem meio MS, com 3% de frutose,
e 4,52 UM de 2,4-D, revelou 3, 157 mg.g MF™ de proteinas totais e de
0,914 mg.g MF* (VASCONCELOS et al., 2012).

Calos de raiz, cultivados com frutose sem glutamina e no escuro
apresentaram as maiores concentracfes de agucares solUveis totais, este
fato também foram observadas para a fonte de carbono glucose, talvez
pelo fato das raizes serem drgdos que tenham maior potencial para
acumularem altos teores de agucares.

Calos de folha, cultivados na frutose sem glutamina e luz
apresentaram maiores conteldos de amido, clorofilas a e b e
flavonoides. Bobak et al. (2004) e Nakamura (1994), estudando células
de calos de folhas de Drosera spathulata e embrifes somaticos de
Coffea arabica cvs. Mundo Novo e Catuai Amarelo, respectivamente,
através da MET (microscopia eletrénica de transmissdo) encontraram
plastidios cheios de amido. Gréos de amido também foram observados
em células embriogénicas de calos de Gentiana punctata por Mikula et
al., (2004), relacionando este padrdo bioquimico como fonte primaria de
energia necessaria para a intensa divisdo celular. Quanto ao contelido de
clorofilas a e b, calos de cenouras, cultivados em 3% de frutose,
apresentaram 33 pg/g MF™ de clorofilas totais, sendo que estes dados
segundos os autores, sdo intermediarios em relacdo ao contetido de
clorofilas totais de calos cultivados na sacarose que apresentaram 18,1
Hg/g MF* e na glucose 36,3 ug/g MF™ de clorofilas totais (EDELMAN
& HANSON, 1971). Estes dados corroboram com o presente trabalho,
pois calos de folha, cultivados na frutose sem glutamina e luz
apresentaram valores intermediarios de clorofilas a e b, enquanto que
calos de folha na glucose apresentaram niveis maiores. Ja a sacarose
apresentou valores menores de clorofila a e b.Quanto ao contetdo de
flavonoides, andlises fitoquimicas de extratos de folhas, raizes e cascas
de Melia azedarach L, planta da mesma familia do presente trabalho,
revelaram a presenca de taninos e flavonoides (KHAN et al., 2001).
Extratos aquosos de folhas de Toona sinensis (Meliaceae), foram
extraidas alguns tipos de fitoquimicos, como flavonoides, limondides,
cumarinas entre outros, além disso, os compostos fenolicos podem ter
uma significativa contribuicdo para a capacidade antioxidante (LUO et
al., 2001; CHENG et al., 2009). A luz influenciou o teor de flavonoides,
pois estes sdo desencadeados principalmente em condigdes de estresse
por UV-B, entdo é possivel maior sintese destes compostos nestas
condi¢oes.
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A fonte de carbono glucose induziu maiores concentragcfes de
proteinas totais e flavonoides em calos de cotilédone, cultivados com
glutamina, na luz. Segundo George, (1996), a presenca de nitrogénio no
meio de cultura resulta no aumento da sintese de aminoacidos e
proteinas, os quais sdo produzidos utilizando-se energia liberada no
catabolismo dos carboidratos. O fornecimento, portanto, de glucose
poderia contribuir para suprir a demanda de atomos de carbono para a
biossintese destes compostos. Por outro lado, o fornecimento de
glutamina, neste caso, poderia significar o aumento do aporte de
nitrogénio, para a formagdo de aminodcidos e de proteinas, muitas
destas enzimas, poderiam otimizar os mecanismos de biossintese.
Laukkanen et al., (1997) estudaram o efeito de duas diferentes fontes de
nitrogénio, em culturas de calos de Pinus sylvestrisem meio MS
modificado e observaram que o crescimento dos calos foi baixo no meio
de cultura que continha somente nitrato, porém os calos cultivados neste
tratamento, exibiram uma intensificacdo em seu metabolismo,
principalmente em relagdo a sintese de proteinas.

Quanto ao conteldo de flavonoides totais, calos de folha e
cotilédone cultivados com glutamina e luz apresentaram as maiores
concentracGes deste composto. Como explicado anteriormente, a
glutamina pode ter influenciado no acimulo destes compostos. Outro
fator que pode ser observado é a manipulacdo e o tipo de fonte de
carbono utilizada, pois dependendo desta, pode ser um indicativo de
eficiéncia ou ndo no processo de metabolizacdo de enzimas e sintese
destes compostos. Calos de Hypericum perforatum, var. cultivados em
glucose e meio MS com 45 puM de ANA e 2,3 uM de BAP
apresentaram teores de flavonoides de 95 + 39 ug. g de MS, sendo que
os autores afirmam que esta concentracdo é baixa em relacdo aos teores
de flavonoides encontrados em plantas in vivo (70 mg.g de MS) (DIAS
et al., 1998). Com relacdo ao presente trabalho, a maior concentracdo de
flavonoides em calos cultivados com glucose foi de 0,89 + 0,01 pg/g
MS, este valor pode ser considerado baixo, quando comparado ao
trabalho de Dias et al., (1998). Os autores também afirmam que
flavonoides tém relacdo quanto a protecdo da radiacdo UV em plantas e
alegam que flavonoides agem como filtros solares em relacéo as folhas e
cotilédones das plantas. E possivel que o ambiente com intensidade
luminosa incidente em que calos de Cedrela fissilis ficaram expostos,
possam ter influenciado no acimulo destes flavonoides.

Os teores de agUcares sollveis totais e amido foram maiores em
calos de raiz cultivados sem glutamina e no escuro. Os niveis de
acucares sollveis e amido nas células vegetais podem variar bastante em
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funcdo do ambiente em que se encontram. As raizes sdo fontes de
reserva e contém altas concentragdes de carboidratos e amido
(SCHAFFNER et al., 1995), por este fato, calos oriundos destes tecidos
poderiam contribuir no maior acimulo de acucares e amido. Trabalhos
com plantas de Veratrum album relataram maiores biomassas e teores
de agucares e amido nas raizes e nos hipocétilos (KLEIIN et al., 2005).
Silveira et al. (2004) em cultura de suspensao de células de Pinus taeda,
ocorreu a maior concentragio de amido de 15,53 mg g™ massa fresca
(estimando 10% deste valor para massa seca). Concentragdes de amido a
partir de calos fridveis e nodulares de S. spectabilis cultivados sob o
tratamento 10 mg L™ de 2,4-D apresentaram 35 mg.g MS™ de amido,
sendo que os autores inferiram esta quantidade de amido pela sintese da
fonte de carbono adicionada ao meio de cultura.

Calos de folha e raiz, cultivados na glucose, sem glutamina e no
escuro apresentaram as maiores concentragdes de compostos fendlicos
totais. Pelo fato de calos de raiz apresentaram maiores teores deste
composto é que os fendlicos estdo entre as mais difundidas classes de
metabdlitos secundarios, sendo conhecido pela sua grande importancia
no sistema solo-planta. A maioria dos estudos relaciona esses compostos
com estresse metabodlico, parede celular e exsudados de raizes e
sementes, funcionam como moléculas sinais e atuam como compostos
alelopéticos, sendo componentes estruturais e funcionais da matéria
organica do solo (SIQUEIRA, et al., 1991). Os compostos fendlicos
estdo presentes em todos os tecidos, possuindo grande importancia no
desenvolvimento da planta, mas tem se destacado o envolvimento de
compostos fenolicos em processos como a rizogénese, vitrificagdo,
resisténcias a estresses hidticos e abidticos e reacdes redox em solos,
sendo também componentes funcionais da rizosfera e a matéria organica
do solo (MAKOQOI &NDAKIDEMI, 2007). Os teores de fendis nas raizes
foram maiores em calos de Camomila (Matricaria recutita L.)
cultivadas in vitro se comparados com os teores encontrados nas plantas
do campo. Segundos os autores, esses resultados demonstram que 0s
calos oriundos de raizes sdo boa fonte de compostos fendlicos e que
seriam indicados para estudos mais aprofundados nestes Orgdos
(TAVANO et al., 2009). Por este motivo, calos de raizes, cultivados na
glucose, possam ter influenciado as moléculas a ativar a enzima
fenilalanina aménia liase no acimulo destes compostos. O escuro pode
ter influenciado no fato de as culturas estarem acondicionados por um
processo de desdiferenciagdo mais lenta, do que as da luz, por isso,
podem ter acumulado estes compostos. Além disso, a sintese de
compostos fendlicos se da a partir da radiacdo ultravioleta (condicao de
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estresse), onde os calos ndo estavam condicionados a este tipo de
ambiente. Em muitas espécies vegetais, a regulacdo da atividade da PAL
torna-se mais complexa pela existéncia de maltiplos genes que
codificam esta enzima, alguns dos quais S30 expressos somente em
tecidos especificos ou sob certas condi¢fes de ambiente (LOGEMANN
et al.,, 1995). A glutamina ndo é a precursora direta dos compostos
fendlicos, e, portanto, a adi¢do deste nitrogénio ao meio de cultivo, pode
ndo ter estimulado as rotas metabdlicas do 4acido chiquimico a
promoverem teores relevantes de fendlicos totais.

No presente trabalho, foi possivel observar que calos oriundos de
folha, com glutamina e luz apresentaram as maiores concentracfes de
carotenoides, clorofilas a e b e flavonoides. Para uma produgéo
consideravel de carotenoides é recomendada a utilizagcdo de glucose
como fonte de carbono (VALDUGA et al., 2009). O uso de glucose no
meio de cultivo pode levar a uma maior eficiéncia na producéao
especifica em carotenoides (1,00 pg/g de massa seca) por Rhodotorula
sp. (BUZZINI & MARTINI, 2000). Os calos cultivados com glutamina
podem estar acondicionados por estresse, levando a um incremento na
atividade das enzimas glutamina sintase (ROOSENS et al., 1998;
VIEGAS & SILVEIRA, 1999) e glutamato sintase (BERTELI, 1995),
envolvidas na assimilacdo do ion aménio. A capacidade de incorporar
jon ambnio em condi¢cdes de estresse seja osmoético (FLORES &
GALSTON, 1982), salino (LOVATT, 1990) ou nutricional (RABE &
LOVATT, 1986) pode representar um mecanismo homeostatico
importante frente a condigdes de estresse em vegetais (CAMARA et al.,
2000).

As clorofilas sdo pigmentos fundamentais para a sobrevivéncia
vegetal, responsaveis pela cor verde caracteristica da maioria das plantas
terrestres e também pela captacdo de radiacdo solar, que durante o
processo de fotossintese, € convertida em energia quimica redutora na
forma de ATP e NADPH. A clorofila a esta presente em todos os
organismos que realizam fotossintese oxigénica, participando do
primeiro estagio do processo de fotossintese, que envolve a conversao
da energia luminosa em energia quimica, enquanto os demais pigmentos
fotossintetizantes participam da absorcdo de luz e da transferéncia de
energia radiante para os centros de reacdo, sendo chamados de
pigmentos acessorios, como as clorofilas b, ¢, d e os carotenoides
(STREIT et al. 2005). A energia absorvida pelos diferentes pigmentos
pode ser transferida para a clorofila a durante o processo de fotossintese
e ainda, os carotenoides tém a funcdo de proteger as moléculas de
clorofilas contra a foto-oxidacdo sob irradiancia intensa (DUARTE,
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2003). A maioria das plantas contém aproximadamente de duas a trés
vezes mais clorofila a do que clorofila b, presentes nas folhas de plantas
vasculares e nas algas verdes (TAIZ & ZEIGER, 2010). Sabe-se que a
sacarose reduz a formag&o de clorofila em culturas celulares e acredita-
se que isso decorre da inibicdo da atividade da enzima ALA-sintase,
responsavel pela sintese do acido 5-aminolevulinico, precursor das
moléculas de porfirina, que compde a clorofila (GEORGEet al., 2008).
Calos de cenouras, cultivados em 3% de sacarose, e glucose,
apresentaram na sacarose 18,1 pg/g MF™ e na glucose 36,3 pg/g MF*
de clorofilas totais (EDELMAN & HANSON, 1971). Os autores
afirmam que este resultado ocorreu pela alteragdo do nlmero e
morfologia dos cloroplastos, pois a morfologia aberrante do cloroplasto
visualizada por eles na presenca de sacarose, explicaria a baixa taxa
fotossintética com base do teor de clorofila presente nestes calos. Eles
também observaram uma redugdo no teor de carotenoides em calos
crescidos na sacarose, quando comparado com calos crescidos na
glucose. Estes resultados corroboram com os resultados obtidos no
presente trabalho, onde calos de folha cultivados na glucose
apresentaram maiores concentragdes de clorofilas a e b. Quanto a
capacidade antioxidante dos calos cultivados com glucose, calos de
folha e raiz, cultivados com glutamina no escuro apresentaram as
maiores atividades antioxidantes, sendo que estes tratamentos ndo se
relacionaram com maiores contetidos de fendlicos e carotenoides totais,
indicando que outros tipos de compostos sintetizados no escuro seriam
responsaveis pela atividade antioxidante dos extratos.

Diante do exposto a producdo de proteinas totais foi otimizada
em calos de cotilédone de Cedrela fissilis , cultivados com sacarose,
sem glutamina e na luz. AcUcares sollveis totais foram otimizados a
partir de calos de n¢ foliar e cotilédone, cultivados com sacarose, sem
glutamina e luz e a producdo de amido foi otimizada em calos de né
foliar, cultivados sem glutamina e na luz. A producéo de fenolicos totais
foi otimizada em calos de cotilédone, cultivados com sacarose, com
glutamina e luz e a de carotenoides foi otimizada em calos de folha,
cultivados com glucose, com glutamina e luz. Clorofilas a e b foram
otimizadas a partir de calos de folha, cultivados com glucose, com
glutamina e luz e flavonoides foram otimizados em calos de folha,
cultivados com frutose, sem glutamina e luz. A atividade antioxidante
dos extratos de calos foi otimizada (porcentagens acima de 70% de
inibicdo do radical DPPH) no tratamento com sacarose, em todos 0s
explantes, exceto em calos originados de né cotiledonar, né foliar e
hipocotilo, cultivados na luz, com glutamina. Nos tratamentos com
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frutose, apenas em calos de folha cotilédone e raiz as porcentagens de
inibicdo do radical DPPH foram superiores a 70% e com glucose, este
valor foi observado para calos de folha e raiz apenas.

A espectroscopia de varredura em UV-vis mostrou ser uma
ferramenta extremamente Gtil na identificacdo das classes de metabdlitos
secundarios majoritarias nas culturas, auxiliando no direcionamento das
analises de quantificagdo dos metabdlitos que foram realizadas
posteriormente. A identificacdo das diferentes classes de compostos
secundarios através das regides de absorbancia foi feita com base em
Harborne, (1998).

Os espectros apresentaram a formagao de uma grande banda da
regido de comprimento de onda entre 300 — 480 nm, onde ocorre a
absorcdo da luz UV por compostos fendlicos, carotenoides e
flavonoides. Os tratamentos que apresentaram maior absorbancia nessa
regido foram de calos oriundos de cotilédone e folha, crescidos em meio
de cultura contendo glucose e suplementados com 2,73 mM de
glutamina e calos de folha, cultivados na frutose e suplementado com
2,73 mM de glutamina. As dosagens de fenolicos totais, carotenoides e
flavonoides confirmaram a presenca desses compostos nos calos.

Picos de absorbancia na regido de absorcdo da clorofila (659 —
670 nm) também puderam ser identificados claramente, e a comparagédo
entre os valores de absorbancia dos tratamentos corroboraram com os
conteddos de clorofila dosados posteriormente. Nos espectros foi
possivel identificar também picos de absorbancia referentes aos
carotenoides (450 — 480 nm), antocianinas (530 — 540 nm) e citocromos
(605 — 614 nm). Embora estes compostos ndo tenham sido dosados por
metodologias mais especificas e precisas neste trabalho, fazé-lo se
mostra importante para a composicdo mais precisa do perfil de
metabdlitos secundarios produzidos pelos calos nos diferentes
tratamentos. Estes dados também corroboram com Pilatti, (2011) que
analisou calos de segmentos nodais cotiledonares cultivados em meio de
cultura MS, semi-sélido, suplementado com 118 mM de glucose,
sacarose ou frutose, 0 ou 2,73 mM de glutamina, 2,5 uM de BAP e 5
uM de ANA, e de calos iniciados a partir de segmentos cotiledonares ¢
hipocétilo cultivados em meio de cultura MS, semi-sélido,
suplementado com 118 mM de frutose, 2,5 uM de BAP ¢ 5 uM de ANA
e verificou os mesmos perfis metabdlicos, analisados pelo presente
trabalho.

A fim de avaliar e observar algumas estruturas de calos de
Cedrela fissilis , foram escolhidos os sete tipos de calos oriundos de
raiz, hipocotilo, n6 cotiledonar, folha, epicétilo, n6 foliar e cotilédone
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cultivados na glucose, com a presenca da glutamina na luz e no escuro.
Quando os calos foram corados com Azul de Toluidina (AT-0), as
paredes celulares apresentaram leve reacdo metacromatica, produzindo
uma coloracdo violacea. A coloragdo é produzida por polissacarideos
com grupo carboxil e sulfatados se corados com pH 4.4; em pH com
valor igual ou menor que 1.0 somente os grupos sulfatos tém carga
elétrica e resultam em metacromasia (McCULLY, 1968). Esta reacdo
indica a presenga de polissacarideos acidos na parede celulares dos calos
de C. fissilis. Também em algumas células foram observados indimeros
granulos que reagiram ortocromaticamente a coloracdo, onde,
possivelmente podem indicar presenca de compostos fendlicos. No
presente trabalho, foi analisada bioquimicamente a presenca de
compostos fendlicos totais, resultando que hd a presenca destes
compostos, corroborando com os resultados observados na histoquimica
com AT-O. Os mesmos resultados foram observados por Pilatti, (2011),
que avaliou calos de segmentos nodais cotiledonares de Cedrela fissilis ,
cultivados com 118 mM de frutose e glucose sem a adi¢do de glutamina,
e calos cultivados com 118 mM de glucose e com suplementacdo de
2,73mM de glutamina, somente na luz, onde, observou ocorréncia de
uma leve reagdo metacromatica, indicando uma pequena concentragao
de polissacarideos acidos nas paredes celulares. Além disso, o
citoplasma destas células apresentou reagdo ortocromatica e presenca de
muitos granulos ortocromaticos.

A reacdo de PAS ¢ utilizada para a identificacdo de
polissacarideos neutros, porque requer a presenca de grupos 1.2-glicol
que sdo oxidados para aldeidos pelo acido periddico (TRICK &
PUESHEL, 1990). A parede celular das células dos calos analisados
reagiu positivamente a esta coloracdo, devido a presenca de celulose em
sua constituicdo. No citoplasma foi possivel verificar a presenca de
poucos graos de amido. A quantidade total de polissacarideos da parede
celular ¢ alta nos calos. A reacdo do &cido periédico ocorreu também no
citoplasma  das  células, corando  granulos de  amido
(NARAYANASWAMY, 1994). Bobak et al., (2004) e Nakamura,
(1994), estudando células de calos de Drosera spathulata e embrides
somaticos de Coffea arabica cvs. Mundo Novo e Catuai Amarelo,
respectivamente, encontraram grdos de amido. No presente trabalho,
extratos aquosos de Cedrela fissilis , foram analisados a fim de
quantificar o conteldo de amido, e foi possivel observar que nestes
tratamentos tem amido. Medina et al., (1998), o acimulo de amido nas
células dos calos € comum e a quantidade acumulada varia de acordo
com o tipo de calo formado. O acumulo intenso deste carboidrato pode
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ser indicativo de desenvolvimento tardio e de diferenciacdo ocorrendo
no calo, ja que a organogénese requer uma consideravel quantidade de
energia e que esta poderia derivar da degradagdo do amido.

Foi possivel evidenciar a presenca de organelas ricas em material
protéico nos tratamentos avaliados. Bouzon, (1999) afirma que as
proteinas sdo as principais constituintes estruturais das membranas das
organelas celulares e estdo presentes no citoplasma, como moléculas
envolvidas em diversas rotas metabdlicas, muitas delas atuando como
enzimas. A alta afinidade de ligacdo a proteinas que CBB possui, faz
com que seja o corante mais utilizado para identificacdo e quantificacdo
de proteinas totais (CAWOOD et al., 1978). Pilatti, (2011) também
avaliou e observou alta afinidade de ligagdo a proteinas por este teste
histoguimico (CBB). Além disso, no presente trabalho foram
quantificadas teores de proteinas totais e foi verificada grande presenca
deste composto nos tratamentos avaliados.

Os testes histoquimicos mostraram que as analises bioquimicas
sdo de fundamental importancia para a identificacdo e quantificagéo dos
compostos celulares presentes. Mas, estudos mais aprofundados poderdo
trazer maiores conhecimentos sobre o metabolismo dos diferentes tipos
de calo, contribuindo para a otimizacdo das culturas de calos de C.
fissilis e suas possiveis aplicacdes.
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9. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitaram as
seguintes conclusdes:

Calos de Cedrela fissilis foram induzidos em todos o0s
tipos de explantes testados, exceto em explantes de
folhas cultivados com 118 mM de sacarose, 2,73 mM
de glutamina e na luz, cultivados em diferentes fontes
de carbono, em todas as combinagfes de concentracGes
de BAP e ANA (nés cotiledonares), em diferentes
concentracGes de glutamina, na presenga e auséncia da
luz. Tais resultados possibilitaram a producdo de
biomassa, a partir de uma diversidade consideravel de
explantes, em diversas condi¢fes de cultivo, o que foi
relevante para viabilizar os estudos conduzidos sobre a
influéncia dos varios fatores sobre o metabolismo e a
atividade antioxidante dos calos.

Para cada tipo de fonte de carbono foi possivel otimizar
o0 tipo de explante, necessidade de glutamina e de luz
para a producdo, pelos calos, dos maiores niveis de
proteinas totais, acUcares sollveis totais, amido,
fendlicos totais, flavonddes, carotenoides, clorofilas a e
b a atividade antioxidante.

As fontes de carbono (tipos e concentragdes),
concentracBes de glutamina, tipos de explantes,
combinacBes de concentracbes de BAP e ANA e
presenca e auséncia de luz influenciaram os contelidos
de metabdlicos primarios (proteinas totais, acglcares
sollveis totais, amido), metabdlitos secundarios
(fendlicos totais, flavonoides, carotenoides, clorofilas a
e b), a atividade antioxidante e os perfis metabdlicos
dos calos de Cedrela fissilis , obtidos por
espectrofotometria de varredura em UV-vis. permitindo
otimizar as condi¢cdes de cultivo e confirmando o
potencial de aplicacdo de estratégias biotecnoldgicas,
para os estudos sobre a biossintese e producdo de
compostos de interesse, através de sistemas de culturas
de células.
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As fontes de carbono, tipos de explantes e glutamina
influenciaram os tipos de carotenoides produzidos
pelos calos, assim como as concentra¢des, sendo que a
frutose estimulou o aparecimento de tipos de
carotenoides como beta-criptoxantina e trans-beta-
criptoxantina, que ndo foram produzidas com sacarose,
ou que apareceram em alguns poucos tratamentos com
glucose. Através de CLAE, foram detectados também
outros tipos de carotenoidescomo luteina, zeaxantina
livre, zeaxantina esterificada, [-criptoxantina, o
isbmero trans- do B-caroteno e o isémero-cis do f-
caroteno, sendo verificados em maiores quantidades em
calos de cotilédone, cultivados com frutose, com 2,73
mM de glutamina.

A partir da caracterizacdo histoquimica de diferentes
tipos de calos cultivados com glucose, com 2,73 mM
de glutamina, na luz e no escuro foi possivel observar
diferencas entre os calos oriundos dos diferentes tipos
de explantes, através dos testes de PAS e CBB, que
indicaram presenca de polissacarideos neutros e acidos,
presenca de celulose, poucos grdos de amido e
organelas ricas em material protéico. Além disso, o
teste de AT-O indicou a ocorréncia de reacdo
ortocromatica no citoplasma, com a presenca de
granulos ortocromaticos e de compostos fendlicos.
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