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RESUMO

A canela sassafris é uma espécie lenhosa com ecossistema preferencial na Floresta
Ombrofila Densa. A nivel industrial, a extragdo do oOleo essencial de sassafras a partir de sua
madeira teve inicio em meados dos anos 40 no Estado de Santa Catarina, devido ao seu alto teor de
safrol. A reducdo do volume de biomassa, devido a ndo sustentabilidade do modelo de produgao
utilizado (extrativismo), foi determinante para que a espécie fosse levada a uma condigao critica de
sobrevivéncia, com implica¢Oes significativas para sua exploragdo comercial. O presente estudo
teve como objetivo a selecdio e a caracterizagio de linhagens celulares de canela sassafras como
sistema de produgdo de safrol. Culturas celulares estaticas, oriundas de tecido foliar, foram
inoculadas em meio de cultura suplementado com sacarose, glucose, frutose, amido ou lactose (3
g%). Os resultados demonstraram a existéncia de somaclones com potenciais de metabolizagio
para os carboidratos em estudo, com um perfil linear de dissimilagdo de carbono. A analise da
metabolizacdo de carbono em extratos celulares por espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear de hidrogénio ("H-RMN), revelou a ocorréncia de sinais de a-D-Glc e B-D-Glc, cuja
intensidade aumentou segundo um modelo quadratico ao longo do periodo de cultivo das linhagens
celulares, em meio de cultura suplementado com Suc. As linhagens cultivadas em meio contendo
Glc apresentaram uma maxima concentragdo endégena dos anémeros a- e B-D-Gle 5 dias apos o
subcultivo. Sinais caracteristicos de lactose ndo foram observados nos espectros de 'H-RMN,
sugerindo a existéncia de metabolizacio extracelular deste dissacarideo, provavelmente por via
enzimatica (B-galactosidase). A analise da cinética de incremento de biomassa das linhagens
celulares em meio de cultura suplementado com ANA e BAP foi avaliada pela obtengdo do peso
fresco e seco e das curvas de dissimilagdo de carbono. Um perfil de incremento de biomassa
segundo um modelo sigmoidal foi obtido quando analisado o incremento de peso fresco dos
cultivos. Contrariamente, a variagdo de peso seco das células comportou-se segundo um modelo
quadratico para a maioria dos tratamentos de reguladores de crescimento. O maior incremento de
peso fresco (2,72 g) e peso seco (122,75 mg) foi observado em meio de cultura acrescido de 0,5
puM de ANA, indicando uma correlagdo positiva entre as variaveis utilizadas para analise do
crescimento. As curvas de dissimilagdo revelaram perfis de incremento de biomassa segundo
modelos sigmoidal, quadratico e linear, dependendo da composi¢do do meio de cultura. A
biossintese de safrol e outros compostos do metabolismo secundario foi monitorada ao longo das
geragdes de cultivo das linhagens celulares por CG-EM. A analise dos dados de composigdo de
metabolitos secundarios das fragSes organicas dos cultivos celulares mantidos em meio CSj,

revelou a existéncia de perfis distintos ao longo das geragdes de cultivo. Os dados demostraram que
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a linhagem celular em estudo apresentou-se estavel quanto a sintese de safrol. Células mantidas em
meio de cultura isento de reguladores de crescimento apresentaram capacidade de sintese de safrol

ao longo do periodo de cultivo.



ix

ABSTRACT

Canela sassafras is a hardwood plant native to Atlantic Rainforest, in South Brazil. its
lignocellulosic biomass extraction was initiated on an induétn'al scale in the middle 40’s in Santa
Catarina State, due to the high safrole content. A decrease in the extracted biomass was observed in
- the eaﬂy 90’s, since the production system used (extractivism) was not sustainable. This factor was
decisive to lead the species to a critical survival condition, with serious implications in respect to its
commercial exploitation. The present study aimed at selecting and the characterization of canela
sassafras cell lines, as a production system for safrol. Static cell cultures, originated from leaf tissue,
were transferred to culture medium containing sucrose, fructose, starch or lactose (3 g%). The
results showed the existence of somaclones with potentials of metabolization for the carbohydrates
in study, with an linear profile for carbon dissimilation. The analysis of carbon metabolization in
cell extracts for nuclear magnetic resonance spectroscopy of hydrogen ("H- , revealed typical
signals for a-D-Glc e B-D-Glc, whose intensity increased according to a quadratic model during the
experimental period, in culture medium supplemented with Suc. The cell lines cultivated in medium
containing Glc as single carbon source showed a maximum intracellular concentration of the
anomers a- ¢ B-D-Glc five days after the subcultivation. Typical signals of lactose were not
detected in the 'H-RMN spectra, suggesting the existence of extracellular metabolization of that
disaccharide, probably by enzymatic way (B-galactosidase). The analysis of the increment of
biomass for the cell lines in the culture medium supplemented with NAA and BAP was performed
by measuring cell fresh weight, dry weight and the carbon dissimilation curves. The biomass
increment followed a sigmoidal and a quadratic model, respectively for cell fresh weight and cell
dry weight of cell for the most of the growth regulator treatments. The most increment of fresh
weight (2,72 g) and dry weight (122,73 mg) was observed in culture medium supplemented with 0,5
pM NAA, indicating an positive correlation between the variables used for analysis of growth. The
dissimilation curves of the cell line showed sigmoidal, quadratic and linear profiles, depending on
the composition of the cuiture medium. The safrol biosynthesis and another composts of secondary
metabolism were evaluated over generations of the cell lines by GC-MS. The analysis of the spectra
of the organic fractions of the cell line cultured in CS; medium demonstrated the existence of
distinct chemical profiles along the time course experiment. Furthermore, GC-MS data show that
cell line in study was stable as to safrol synthesis along 20 generations and revealed the existence of

autotrophic somaclones in respect to cell growth regulatores which were able in synthesizing safrol.



INTRODUCAO GERAL

A canela sassafras (Ocotea odbiﬂifera (Vell) Rohwer) é uma espécie lenhosa
pertencente a familia Lauraceae. No Brasil, sua distribui¢do é ocorre entre as latitudes
8°45°N [Pernambuco] e 31°12°S [Rio Grande do Sul] e até de 33°52' a 59°09' de longitude
oeste (Salomio er al, 1992). No Estado de Santa Catarina, sua ocorréncia € maior no
ecossistema da Floresta Ombrofila Densa [Floresta Atlantica], especialmente no Vale do
Rio Ttajai, sendo menos freqiiente na Floresta Ombrofila Mista [Floresta de Araucéria]
(Reitz, et al., 1978).

A biomassa de raizes, cascas e folhas foi amplamente utilizada pela indudstria para
extragdo de Oleo essencial, o qual apresenta altos teores de safrol, um composto
alilbenzénico de grande importancia econéomica. Como exemplo disso, esse composto tem
sido utilizado como aromatizante nas inddstrias de bebidas, cosméticos, alimentos e de
medicamentos. A partir do safrol, dois derivados s&o obtidos: a heliotropina, que é um
fixador de aroma, e o butdxido de piperonila, elemento essencial na produgio de inseticidas
biodegradaveis (Embrapa, 1998). A justificativa para a exploragdo dessa espécie advém do
fato que, em média, 80% da esséncia de sassafras ser constituida por safrol. No entanto,
outros compostos de interesse das industrias quimica e farmacéutica tém sido identificados
na fragdo de 6leo essencial dessa espécie.

Uma das principais restri¢des a propagagéo vegetativa dessa espécie é o seu grande
periodo de juvenilidade. O tempo necessario para a producdo das primeiras sementes €
variavel entre plantas matrizes e entre regides, contudo, o inicio do periodo reprodutivo
ocorre, em media, entre os 25 e 40 anos. Essa caracteristica, na pratica, se traduz por uma
dificuldade para a produc@o de mudas, de modo que fique garantido o reflorestamento e/ou
repovoamento de areas de ocorréncia dessa espécie, comprometendo sua exeqiiibilidade do
ponto de vista tecnologico. Um segundo agravante refere-se a4 quantidade de material
seminifero produzido por planta matriz, a qual ¢é considerada baixa, (~2.000
sementes/ano/planta matriz de 100 anos de idade). Além desse fator, as sementes
- apresentam dificuldades na germinag8o e sfo intensamente atacadas por roedores, insetos e

fungos, diminuindo a viabilidade desses propagulos (Pedrotti, comunicagio pessoal).



A propagacgdo vegetativa por estaquia apresenta baixa eficiéncia (Molinari, 1989),
enquanto o poder germinativo apresenta resultados aleatérios de 30 a 70 % (Carvalho,
1994). Resultados preliminares de micropropagacdo dessa espécie a partir de segmentos
nodais, demostraram ser uma alternativa interessante, ainda que se fagam necessarios
estudos mais detalhados, no que se refere a otimizagdo do protocolo de micropropagagdo
(Duarte da Silva et al., 2001).

Tendo em vista estas limitagdes, técnicas de cultura de células e tecidos vegetais se
constituem em ferramentas que podem ser aplicadas 4 micropropaga¢ido em larga escala,
bem como no desenvolvimento de linhagens celulares com potencial de produgio de

compostos bioativos (safrol, e.g.) in vitro.



CAPITULO I

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. OBTENCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS IN VITRO

Nas altimas décadas tem crescido o interesse cientifico pela cultura de tecidos de
plantas e no desenvolvimento de tecnologias destinadas a produgio de fitoquimicos.

A obtencdo de compostos de interesse farmacéutico e quimico via culturas de
células e tecidos apresenta-se como alternativa, uma vez que para a maioria dos casos, a
tecnologia necessaria encontra-se disponivel e apresenta viabilidade. Culturas de células in
vitro t€m permitido ndo apenas a realizacdo de estudos relativos & sintese de compostos,
como também o incremento na produg@o destes, quando comparados com a planta inteira,
em condigdes especificas de cultivo. Independente de condi¢gdes climaticas, ou
circunsténcias politicas, um fluxo constante de produtos de qualidade é assegurado, sem o
risco de extingdio da espécie de interesse como decorréncia de uma acdo extrativista
exacerbada (Maraschin, 1998).

Exemplos de produgdo in vifro de metabolitos secundarios que apresentam niveis de

sintese superiores em relag@o a planta intacta, podem ser observados na Tabela 1.



Tabela 1. Metabolitos secundarios produzidos por cultura de tecidos de plantas em

concentragdes superiores aquelas encontradas em plantas intactas.

Compostos Espécies Teor Razio cultivo/
(gh) Planta intacta
Antraquinonas Gallium aparine 0,43 20
Morinda citrifolia 2,5 8
Berberina Coptis japonica 1,4 2,6
Thalictrum minus 0,8 1000
Cafeina Coffea arabica - 92
Saponinas Panax ginseng - 6,7
Jatorrizina Disocoreophyllum - 100
cumminsii
* Ac. Rosmarinico Coleus blumei 3,6 5
Chiconina Lithospermum erythrorhizon 1,5-40 14
Tripdiolida Tryterigium wilfordii 0,004 36
Ubiquinona 10 Nicotiana tabacum - 173
Vomileina Rauwolfia serpentia 0,057 51

(Fontanel e Tabata, 1987); (Towers e Ellis 1993)

O potencial de alguns sistemas de cultura de plantas na produgdo de compostos de
interesse farmacologico tem sido demonstrado, sendo que muitos desses sistemas podem
ser uma alternativa comercial real para a produg@o de drogas.

Existe pelo menos um sistema comercial (Mitsui Petrochemical Industries, Japao) para
a produgdo de chiconina através da cultura in vitro de suspensdes celulares de Lithospermum
erythrorhizon, a uma taxa de 1,5 g/l, o que representa um indice 15 vezes superior aquele
encontrado na planta intacta (Fujita et al., 1981). Todavia, este exemplo ainda configura uma
excecdo quanto a exploragdo comercial de metabdlitos secundarios oriundos de culturas
celulares. O patenteamento de processos biotecnologicos de produgio de esteviosideo (Stevia
rebdudiana), berberina (Coptis japonica), reserpina (Raulwolfia serpentina) e agar (algas), via
.culturas celulares tem sido requerido no Jap&o. No Reino Unido, a produgiio de nicotina a
partir de culturas de raizes de Nicotiana tabacum também encontra-se patenteada (Staba,
1980). Além dos sucessos e vantagens comerciais, culturas in vitro de células vegetais tém
gerado significativas contribuigdes ao entendimento dos processos de biossintese de
compostos de interesse cientifico e tém firmado seu potencial como fbnte de enzimas de
significativo valor econdmico, tais como papaina, bromelina, ficina e o e 3 amilases (Hay et

“al., 1988).



2. OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Segundo Verpoorte (1996), para aumentar a produgdo de metabolitos secundarios,
distintas estratégias podem ser usadas:
- selecdo de linhagens celulares com alta produgéo;
-  manipulagdo epigenética;

- engenharia metabdlica.

2.1 SELECAO DE LINHAGENS CELULARES

A selegio de células isoladas com alto potencial produtivo, visa reduzir a
possibilidade de heterogeneidade nos subcultivos, porém ndo a elimina (Ohta e Verpoorte,
1992). Este método, quando comparado a selegdo de agregados celulares, tém gerado um
menor indice de variagdo somaclonal, a0 menos nas primeiras geragdes. Stafford (1986) e
Evans ef al. (1987) sugerem que a instabilidade genética observada em linhagens celulares,
independente do método de sele¢do, advém do fato de que o material de origem ¢
intrinsecamente instavel. De fato, a instabilidade na produgio de metabolitos secundarios
nas culturas celulares parece ser a regra. Como exce¢des, uma linhagem estavel de
Euphorbia milli foi selecionada por Yamamoto ef al. (1982), acumulando antocianinas em
concentragdes sete vezes superiores aquela encontrada no calo de origem. A manutengdo de
caracteristicas agronomicamente importantes em somaclones de tomateiro e cana-de-agucar
foi viabilizada através da propagacdo vegetativa de gendtipos selecionados in vitro (Evans
etal., 1987).

A exploragdo da variabilidade genética contida nos somaclones requer instrumentos
de identificaglio bastante precisos para ser mais eficientemente avaliada. Os processos de
selecdo de linhagens comumente empregados em culturas celulares sdo de eficiéncia
relativa, devido as ocorréncias de falta de uniformidade comportamental. Além disso, essas
praticas demandam tempo, trabalho intenso e custo econdmico elevado. A referida
heterogeneidade de comportamento ocorre porque uma linhagem vem a ser uma populagéo
de células que expressa algumas caracteristicas definidas, ainda que cada célula possa no

ser idéntica a outra (Staba, 1980, Maraschin, 1998).



A utilizagdo de linhagens celulares como fonte de metabolitos secundérios deve
levar em conta, de modo corrente, a possibilidade de que clones de alta produtividade
isolados e subcultivados podem, ao longo do tempo, expressar um declinio em seus niveis
de produtividade ap6s uma série de repicagens, fazendo-se necessaria uma constante
resselecdo. Contudo, em muitos destes casos, os clones ndo derivaram de uma célula Gnica
(Funk et al., 1987). A clonagem de células baseia-se em dois métodos amplamente usados:
a clonagem de células isoladas (single-cell cloning) e a clonagem de pequenos agregados
celulares (Fontanel e Tabata,1987).

Devido aos problemas com estabilidade de uma linhagem celular, é necessario
desenvolver métodos para estocar linhagens de células selecionadas por periodos prolongados,

nesses casos as linhagens podem ser criopreservadas.

2.2. MANIPULACAO EPIGENETICA

A manipulagio epigenética considera, por exemplo, a otimizagéo do meio de cultura, a
manipulagio de fatores de ambiente (intensidade luminosa, fotoperiodo, temperatura, CO;, O,
e.8.), a influéncia do nivel de diferenciacio celular, a adicdo de inibidores e precursores ao

meio de cultura e a elicitag@io (Verpoorte e Maraschin, 2001).

2.2.1. Otimizagdo do Meio de Cultura

A otimizag¢do da composi¢do do meio de cultura se mostra uma estratégia efetiva
para a obtengdo de incrementos na produtividade de metabolitos secundarios.

O meio de cultura pode ser influenciado por diversos fatores e, entre os mais
importantes, podem ser considerados: tipos e concentra¢des de nutrientes minerais e
fitorreguladores, concentragdes de nitrogénio reduzido e/ou oxidado, fontes de vitaminas,
aminoacidos, complexos organicos, pH do meio de cultura, condi¢des ambientais externas
(luz, fotoperiodo e umidade relativa) e internas (tamanho do frasco, constituigio fisica,
volume de meio de cultura e as trocas atmosféricas).

Entretanto, um meio de cultura que ofere¢a condigdes Otimas ao incremento de

biomassa celular ¢, via de regra, antag6nico a sintese do(s) metabdlito(s) de interesse. Para



superar esse problema, tem sido proposto um sistema de cultivo em dois estagios. Nesta
abordagem, as células sdo cultivadas em condi¢gdes que priorizam o incremento de
biomassa durante o primeiro estagio, enquanto no segundo estagio as condigdes de cultivo
favorecem a sintese dos compostos de interesse. Do ponto de vista bioquimico, a geragdo e
o acimulo de metabolitos secundarios, em dado momento da cultura, ¢ fun¢do de um
balanco que envolve os processos de biossintese, transformagdo e degradagdo destes

compostos (Mantell e Smith, 1983).

A) Fitorreguladores

Alguns fitorreguladores agem como fortes indutores do crescimento e multiplicagdo
celular, porém inibem em maior ou menor grau o acimulo de metabolitos secundarios.
Como exemplo disto, o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), age como repressor do
metabolismo secundario em culturas de células de Catharanthus roseus, mais
especificamente inibindo a sintese de alcaldides inddlicos monoterpenoidicos (Whitmer e?

al, 1998). Da mesma forma, a utilizagio de Picloram (Acido 4-amino-3,5,6-

tricloropicolinico) como promotor de crescimento em culturas celulares de Taxus sp.
(Ketchum e Gibson, 1996), atuou de forma negativa, na concentracdo de 10 uM, sobre a
biossintese de taxol (Furmanowa ef al., 1997). Todavia, em muitos casos, a utilizacdo de
reguladores de crescimento pode aumentar a sintese de metabolitos secundérios, como
observado em culturas de Morinda elliptica, onde a melhor condigio para a produgdo de
biomassa e de antraquinonas foi encontrada em meio de cultura MS suplementado com 0,5
mg/l de ANA e 0,5 mg/l de Cinetina (Abdullah er al, 1988). Culturas de células em
suspensdo de Rubia cordifolia, mantidas em meio de cultura suplementado com 0,6 mg/l de
ANA, apresentaram aumento de produgdo de antraquinonas (Suzuki et al., 1984). De modo
similar, em culturas celulares de Taxus cuspitata a combinagio de AIA (4cido indol-
acetico) e BAP (6-benzilaminopurina) promoveu incrementos na sintese de taxol (Ketchum
e Gibson, 1996).

A composi¢do de nutrientes minerais do meio de cultura e os reguladores de

crescimento desempenham papeis importantes e similares. Conduzir experimentos para

demostrar que os reguladores de crescimento possuem efeito na produgdo de metabdlitos



secundarios, quando o meio de cultura ideal é desconhecido, pode ndo permitir a

otimiza¢do dessa avaliagdo.

B). Fontes de carbono

As células cultivadas in vifro sio usualmente heterotroficas quanto a capacidade de
sintese de promotores de crescimento, em niveis adequados & manutengdo do processo. Da
mesma forma, a maioria das culturas expressam esta caracteristica no que concerne a
produgdo de compostos orginicos via fotossintese. Por esta razdo, se faz necessaria a
adi¢do de carboidratos ao meio de‘cultura como fonte de carbono e energia (Maraschin,
1988).

Diversos estudos tém demonstrado que a substitui¢do da fonte de carbono no meio
de cultura pode se constituir em estimulo a sintese de metabolitos secundarios de interesse.
As culturas celulares, tém sido mantidas usualmente em meio contendo sacarose ou
glucose, em concentragbes que variam entre 2 a 5 g%. Um grande namero de fontes de
carbono tem sido testado quanto a habilidade em sustentar o crescimento de cultura de
células vegetais. Os estudos revelam uma grande variagéo destes compostos quanto a sua
fonte, estrutura, propriedades e peso molecular ‘(Stepan-Sarkissian e Fowler, 1986,
Schripsema ef al., 1991).

Segundo Schripsema et al. (1991) os meios de indugdo da sintese de alcaloides
indolicos terpenoidicos sdo caracterizados por alta concentragdo de aglcares.
Produtividades crescentes de biomassa e de antraquinonas foram encontradas por Wijnsma
(1986) em culturas de Cinchona ledgeriana com o aumento da concentragdo de sacarose de
5 g% para 8 g%, contudo, estas respostas foram condicionadas a aumentos de teores de N
do meio de cultura. De forma semelhante, Smith ef al.(1987) observaram incrementos de
biomassa e de producdo de catarantina com lactose como fonte de carboidrato em
suspensdes celulares de Catharanthus roseus, em comparagdo a sacarose. Para Taxus
cuspidata, a producdo do composto terpenoidico taxol foi maximizada quando usada a
combina¢do de sacarose e frutose no meio de cultura (Ketchum e Gibson, 1996). A
biossintese de berberina (Sato e Yamada, 1984) foi induzida de forma mais pronunciada

pela agdo de sacarose em relagio a glucose. Em ginseng (Pamnax ginseng), células



cultivadas em meio suplementados com sacarose, glucose e frutose, em concentragdes
variando de 1 a 11 g%, demostraram que a sacarose (3 a 5 g%) proporcionou as melhores
taxas de crescimento (Wu e Ho, 1999). Entretanto, a glucose e a frutose podem ser
utilizadas como fonte alternativa de carbono, visto que nem sempre o maior incremento
celular condiz com o maior acimulo de metabodlitos secundarios.

Os resultados referentes a fonte de carbono encontrados na literatura sdo bastante
variaveis, sendo a habilidade uma fonte de carbono em viabilizar o crescimento celular
funcdo de sua concentragdo no meio de cultura, do tecido vegetal e idade da cultura
(Schripsema et al., 1991 e Maraschin, 1998).

2.2.2. Adigdo de precursores

Em diversos cultivos celulares a produgdo de metabolitos secundarios pode ser
positivamente afetada pela adigdo de intermediarios da via biossintética. Segundo
Maraschin e Verpoorte (2001), trés aspectos basicos devem ser considerados quando se
busca a otimizagdo da produtividade de metabdlitos secundarios nos cultivos in vitro: a) a
concentra¢do do substrato (toxicidez, por exemplo), b) o metabolito de interesse € (ou néo)
o produto final da via biossintética, c) a capacidade de armazenamento celular do
composto.

A adi¢do de precursor(es) pode induzir o aumento do composto bioativo de
interesse desde que ocorra a disponibilidade de substratos adequados no meio da reagéo.
Como exemplo disto, culturas de células de Catharanthus roseus suplementadas com
secologanina mostraram elevagdo nos teores de estrictosidina, o precursor comum na
biossintese de alcaldides indolicos monoterpenoidicos (Sierra et al., 1991). Entretanto,
muitas vezes o metabdlito ndo € o produto fmal da via biossintética e nesse caso a taxa de

seu catabolismo pode ser inefetiva a adig¢do de precusor(es) (Maraschin e Verpoorte, 1999)

2.2.3. Diferenciacdo celular
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A biossintese de metabélitos secundarios em plantas e cultivos de células e tecidos
é, freqiientemente, um processo dependente da presenca de tecidos diferenciados, ou de
células especializadas, isto €, com algum- grau de diferenciagio ainda que a nivel
subcelular. Este aspecto pode ser compreendido mais facilmente quando sdo consideradas
determinadas vias biossintéticas que ocorrem em organelas celulares especificas, como, por
exemplo, a produgdo de monoterpenos, os quais em élgumas etapas de biossintese ocorrem
nos plastideos (Verpoorte ez al., 1997).

Em culturas celulares vegetais, a diferencia¢do geralmente ocorre no final do ciclo
de crescimento (fase estacionaria), coincidindo geralmente com a maior produgdo de
metabolitos secundarios. Culturas de células agregadas podem produzir metabélitos que
nio sio encontrados em células em suspensdo, tal como observado em Chinchona
ledgeriana, onde a produgdo de alcaldides quinolinicos ocorreu apenas em estruturas
globulares compactas (Hoekstra et al, 1990).

Por causa da relagdo entre metabolitos secundarios com diferenciacdo morfologica,
a cultura de células diferenciadas é interessante. Culturas de embrides, raizes e ramos tem
sido obtidas de varias espécies, as quais produzem metabdlitos secundarios similares aos
encontrados na planta a campo (Verpoorte, 1990).

Os Oleos essenciais ndo sdo freqiientemente sintetizados em culturas de células nédo
diferenciadas, entretanto a acumulagdo de alguns Oleos tem sido correlacionada com

distintas morfologias das culturas (Tabela 3).

Tabela 3 — Oleos essenciais produzidos em cultura de tecidos de plantas.

Espécies Composto (s) Morfologia da cultura
Mentha piperita Geraniol, linolol  (precursores Calos

iniciais)
Mentha piperita Mentona, mentol (produtos finais) Calos
Origanum vulgare Monoterpendides Ramos regenerados de calos
Ilavanduia angustiflolia Monoterpendéides Ramos regenerados de calos
Eucaliptus citriodora Monoterpendides incluindo Raizes

citronelol
Pimpinefla anisum Anetol Células em suspensdo na

presenca da fase lipofilica
Matricaria chamomilta  Sesquiterpenos inclusive o~ Calos contendo idioblastos
bisabolol (células com 6leo) ou células
em suspensdo na presenca
. da fase lipofilica
Pelargonium spp. Monoterpenos incluindo Calos contendo glanculas de
menthona, limoneno 6leo; cultura de ramos

(Stafford e Warren, 1991 )
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2.2.4. Elicitacdo

A elicitagdo de compostos ocorre quando a célula é submetida a estresses
ambientais, sendo que dois tipos de elicitores sdo conhecidos: bidticos e abidticos. Os
elicitores bidticos sdo compostos que sdo capazes de induzir uma resposta de defesa contra
infecgdes, e em particular a produgdo de fitoalexinas (Verpoorte ef al., 1999). Os elicitores
de origem abidtica (ions de metais pesados, por exemplo), também tem sido usados nesse
contexto.

Fitoalexinas sdo deﬁnidas‘ como compostos com baixo peso molecular com
atividade antimicrobial que sdo formadas e acumuladas em células de plantas depois da
infecgdo. As culturas de células sdo obtidas por indugdo de calos a partir de caule, folha ou
raiz. Entretanto, cada tipo de cultivo de células pode fornecer uma forma de fitoalexina,
esse principio tem sido aplicado em estudos sobre a biossintese de fitoalexina, bem como
para aumentar a produtividade de metabolitos secundarios (Eilert, 1987).

Segundo Verpoorte ez al., (1999), a inducgio de fitoalexinas € restrita a certas vias,
cada espécie possui uma classe de compostos especificos que sdo induzidos apds a
elicitagdo, que esta ausente na planta sadia. Muitos compostos de interesse produzidos em
plantas ndo sdo sensitivos a indugdo por elicitores, entretanto a produgdo de compostos
importantes como a quinina, morfina e a vimblastina ndo sio afetadas por elicitagio.

O elicitor pode ser preparado utilizando-se paredes de células de microrganismos,
podendo ser estes patogénicos. Também, podem ser utilizadas enzimas como a pectinase e
a celulase, que determinam a formagdo de fragmentos de parede celular, as quais atuam
como elicitores. Os elicitores podem ser pepitideos, oligossacarideos, glicopeptideos ou
lipideos (Verpoorte et al., 1999). A eficiéncia do elicitor depende de varios fatores,
devendo levar em consideragdo: o agente de elicitagdo, a a¢io e indugdo na(s) via(s)
biossitética(s), a concentragdo, 0 momento de adi¢do do elicitor e o perio'do de contato com

as c€lulas (Maraschin e Verpoorte, 1999).
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2.3. ENGENHARIA METABOLICA

Nos ultimos anos, distintos métodos tém sido desenvolvidos para a transformag@o
de plantas e células de plantas. A transformaggo utilizando Agrobacterium tumefaciens e A.
rhizogenes tem sido usadas com sucesso na introdugio de genes em um grande nimero de
espécies. Métodos como a microinjecdo e eletroporagZo e a biobalisticas sdo ferramentas da
engenharia genética que possibilitam a transformagdo de plantas que se apresentam
recalcitrantes a transformag@o via Agrobacterium.

A infecgdo de raizes com A. rhizogenes, resulta na formagio de tumores nas raizes,
também chamadas de “hairy roots”, essas raizes produzem metabolitos secundarios com
perfis semelhantes aos encontrados na planta (Verpoorte et al., 2000).

Segundo Verpoorte (1990), distintas estratégias podem ser utilizadas para aumentar
a producio de metabdlitos secundarios, tais como:

aumentar o fluxo de uma via metabdlica;

- bloquear vias competitivas;

- bloquear uma parte da via metabdlica;

- bloquear o catabolismo;

- melhorar o estoque de metabdlitos secundarios na célula,

- aumentar a excre¢do do metabolito;

- alterar uma via metabolica resultando na formagdo de um novo produto de uma planta
em particular ou cultura de células.

A engenharia metabolica objetiva o incremento do fluxo de carbono em dire¢do ao
produto final de interesse. A engenharia do metabolismo tem como pressuposto basico o
conhecimento de todos os passos constituintes da via biossintética do metabdlito de
interesse, aspecto que limita a aplicagdo desta abordagem, visto que, a maioria destas vias
sdo conhecidas apenas a nivel de seus intermediarios. Como conhecimento da via
biossintética a nivel de intermediarios, o passo seguinte é a identificagio das enzimas
envolvidas e a determinagio de quais destas apresentam fungdo regulatéria. Além disso, é
importante considerar outros aspectos do processo de sintese, como a arquitetura da via
biossintética, a existéncia de etapas regulatorias, o transporte do produto final e a

compartimentaliza¢do (Maraschin e Verpoorte, 1999).



3. MONITORAMENTO DO METABOLISMO CELULAR POR RMN

A ressonéncia magnética nuclear (RMN) é uma forma de espectrometria baseada na
absor¢do de energia, na faixa da radiofrequéncia por nucleos atdbmicos (e.g., g B¢, PN,
98 31p 39K etc) que possuem um momento magnético (i.e. momento de dipolo magnético,
spin nuclear # zero e quadrupolo elétrico), quando submetidos a um campo magnético
estacionario (Roberts e Jardetzky, 1981; Freitas e Bonagamba, 1999). Esta técnica tem sido
usada em experimentos com a finalidade de estudar diferentes biofluidos tais como urina,
plasma sangiiineo, bilis, fluido seminal e fluido cerebrospinal, bem como extratos de
tecidos animais e vegetais, visando a obtengdo de informacdes de aspectos metabdlicos
(Schripsema ef af., 1991).

O uso da RMN apresenta grande potencial para o estudo de processos metabdlicos
em cultura de células de plantaé e na detec¢do e monitoramento de diferentes compostos.
Como exemplo disto, estudos de variagdo do pH no citoplasma e vactiolo de células de
raizes de milho tém sido feita por *'P-RMN (Roberts ef al., 1980). Em outra abordagem, foi
realizada a quantificagio de carboidratos por "H-RMN, em nivel intra e extra-celular, em
culturas celulares de Tabernaemontana divaricata (Schripsema et al., 1991), Mandevilla
velutina (Aradjo et al., 2001) e Vitis vinifera (Moreira et al., 2000). A analise da ocorréncia
de diferentes aminoacidos em extrato aquoso de cultura de células de Catharanthus e
Tabernaemontana tem sido monitorada por "H-RMN (Schripsema e Verpoorte, 1991).

Nos ultimos anos, a importdncia da RMN, para todas as classes de pesquisa tem
crescido rapidamente, devido ao desenvolvimento da instrumentagdo e de softwares de
gerenciamento e analise, sendo que este sistema permite a analise de pequenas quantidades
de compostos puros, com grande precisdo em escala de miligramas ou microgramas.
Adicionalmente, a RMN apresenta-se como uma técnica robusta e que envolve um menor
consumo de tempo na realiza¢do das analises, requerendo pouco ou nenhum pré-tratamento

das amostras, notadamente em estudos in vivo e em estado sélido.
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CAPITULO 11

ANALISE HISTORICA E DE MERCADO DA ATIVIDADE
EXTRATIVISTA DA MADEIRA E DO OLEO ESSENCIAL
DA CANELA SASSAFRAS (Ocotea odorifera (Vell.)
Rohwer) NO ESTADO DE SANTA CATARINA'.

Oltramari, AC?, Duarte da Silva, IMO?; Pedrotti, EL*; Maraschin, M®

RESUMO - A canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer - Lauraceae) é uma
espécie lenhosa com ecossistema preferencial na Floresta Ombrofila Densa (Mata
Atléantica). Em nivel industrial, a extracdo do oleo essencial de sassafras, a partir de sua
madeira, teve inicio em meados dos anos 40 no Estado de SC, devido ao seu alto teor de
safrol. Esta atividade apresentou um grande crescimento no Estado durante a Segunda
Guerra Mundial, com 150 fabricas instaladas, contribuindo para a geragdo de renda e
empregos. A redugdo do volume de biomassa explorado teve inicio na década de 90,
devido a ndo sustentabilidade do modelo de produgdo utilizado (extrativismo), o qual
foi determinante para que a espécie fosse levada a uma condi¢do critica de
sobrevivéncia, com implicagdes significativas para a sua exploragdo comercial. O prego
do oleo de sassafras no mercado externo apresentou variagdo significativa, ao longo do
periodo estudado (1942-1998), e os dados indicaram um crescente aumento do prego de
safrol no mercado externo, uma provavel consequéncia da escassez do produto no
mercado, decorrente do sistema extrativista de produgdo, também utilizado nos
principais paises produtores. A série historica de dados de comercializagdo e pregos dos

produtos sugere a necessidade de readequagdo do setor, notadamente através da adogio

! Publicado na Revista Arvore, 26: 99-106, 2002.

? Estudante de Pos-Graduagio em Biotecnologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Santa Catarina/UFSC; ® Centro de Ciéncias Agrérias Departamento de Fitotecnia, Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal-CCA/UFSC, Rua Ademar Gonzaga 1346, Itacorubi - Caixa Postal
476 - CEP 88049-900
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de novas tecnologias que permitam a produgfio do 6leo de sassafras sob um sistema de

manejo sustentado.

Palavras — chave: canela sassafras, Ocotea odorifera, safrol, 6leo essencial, extrativismo.

CANELA SASSAFRAS (Ocotea odorifera ( Vell) Rohwer): HISTORICAL AND
MARKET ANALYSIS OF THE EXTRACTIVIST ACTIVITY OF LIGNOCELULOSIC
BIOMASS AND ESSENTIAL OIL IN SANTA CATARINA STATE'.

ABSTRACT — Canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer) is a hardwood plant
native to Atlantic Rainforest, in South Brazil. Its lignocellulosic biomass extraction was
initiated on an industrial scale in the middle 40’s in Santa Catarina State, due to the
high safrole content. A meaningful increase of this economic activity was observed in
that State during the Second World War, with 150 operating factories, which afforded a
large number of employment and incoming. A decrease in the extracted biomass was
observed in the early 90°s, since the prqduction system used (extractivism) was not
suétainable. This factor was decisive to lead the species to a critical survival condition,
with serious implications in respect to its commercial exploitation. It was found a
significant difference for the price of the sassafras oil, as well as for safrole price in the
external market, along the period 1942 - 1998. As main reason for that the scarcity of
that biomass was assumed, due to the extractivism system also used in the producer
countries. The data of the historical analysis on commercialization and prices point to
the need for the re-adequacy of this productive sector, mainly through the adoption of
newer technologies which make feasible the sassafras oil production under a

sustainable system.

Key words: canela sassafras, Ocotea odorifera, safrole, essential oil, extractivism.

1. INTRODUCAO

A canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell) Rohwer) ¢ uma espécie lenhosa

perene, pertencente a familia Lauraceae, atingindo 20 a 25 m de altura na fase adulta,
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com 50 a 70 cm de didmetro na altura do peito (REITZ et al., 1978). Apresenta copa
densa, flores hermafroditas e alternincia de floragdo, a qual raramente corresponde a
uma abundante frutificagio. No Brasil, sua distribuigdo € verificada entre as latitudes
8°45' [Pernambuco] e 31°12'S [Rio Grande do Sul] e de 33°52' a 59°09' de longitude
oeste (SALOMAQO et al., 1992), sendo encontrada em regides cuja altitude varia de 10 a
1200 m, com temperaturas médias anuais variando de 12°C a 23°C (CARVALHO,
1994).

No Estado de Santa Catarina, sua ocorréncia € maior no ecossistema da Floresta
Ombrofila Densa [Floresta Atlantica), especialmente no Vale do Rio Itajai, sendo
menos freqiiente na Floresta Ombrofila Mista [Floresta de Araucaria]. No inicio da
década de 40, aproximadamente 1/3 das espécies lenhosas constituintes da Floresta
Atlantica catarinense era representada por esta espécie (REITZ et al., 1978). Tentativas
de reflorestamento em campo aberto ndo alcangaram éxito, devido principalmente ao
fato de ser uma espécie que se regenera naturalmente em floresta secundaria tardia a
climax, onde ha elevada umidade e sombreamento. Seu crescimento € muito lento,
sendo estimada uma rota¢do minima de 42 anos para a extragdo do oleo de sassafras,
seu principal produto (CARVALHO, 1994).

A madeira de canela sassafras foi muito empregada na indudstria moveleira, naval
e na construgio civil (REITZ et al., 1978). No artesanato catarinense, a madeira foi
muito usada na confecgdo de barris e garrafas para armazenar aguardente. Na industrial,
as raizes, cascas e folhas foram amplamente utilizadas para a extragdo de dleo essencial,
o qual apresenta altos teores de safrol, um composto alilbenzénico de grande
importancia econémica. A partir do safrol, dois derivados sdo obtidos, a heliotropina,
que € um fixador de aroma, e o butdxido de piperonila, elemento essencial na produgdo
de inseticidas biodegradaveis (EMBRAPA, 1998). O teor de 6leo essencial extraido da
canela sassafras encontra-se numa concentragdo de aproximadamente 1%, no sul do
Brasil, e 0,65% no sul de Minas Gerais (CARVALHO, 1994).

Na medicina popular os extratos alcoodlicos de tecidos de raiz, casca, caule e
folhas sdo usados como sudorificos, anti-reumaticos e diuréticos (FUTURO et al.,
1998). Todavia, a comprovagio cientifica destas atividades farmacologicas requer
estudos mais intensivos e de maior profundidade, principalmente considerando a
comprovada agd@o carcinogénica do safrol (TAYAMA, 1996, TAN et al., 1998; TAN et
al., 1999).
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Métodos convencionais de propagacdo via semente ndo tém apresentado
resultados satisfatorios, devido ao grande periodo de tempo necessario para iniciar o
periodo reprodutivo [em média de 25 a 40 anos]. Além disto, a quantidade de material
seminifero produzido por planta é considerada baixa, podendo alcangar 2.000
sementes/ano/planta matriz com 100 anos de idade, valor bastante reduzido quando
comparado a outras espécies lenhosas que podem produzir mais de um milhdo de
sementes/planta matriz (eucalipto, e.g.). Além deste fator, as sementes apresentam
dificuldades na germinagio em fungdo da oxidagdo do 6leo e sdo intensamente atacadas
por roedores, insetos e fungos (PEDROTTI, 1998 —~ comunicago pessoal). Em fungdo
do exposto, constata-se que a espécie Ocotea odorifera apresenta dificuldades para ser
cultivada em larga escala, devido as suas caracteristicas reprodutivas e ao longo ciclo de
crescimento. Aliado a isto, o sistema de exploragdo utilizado, baseado exclusivamente
no extrativismo, concorreu para que tal espécie fosse levada a uma condigo critica de
sobrevivéncia em seu ecossistema nativo, com implicagles significativas no que se
refere a sua exploragdo comercial.

O presente estudo objetivou realizar um levantamento de dados concernentes a
atividade extrativista e de mercado da biomassa lignocelulosica e do 6leo essencial de

canela sassafras no Estado de Santa Catarina, ao longo de uma série histdrica de 56 anos
(1942-1998).

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos anos de 1998 e 1999, mediante
levantamento de dados histérico da industria de extragdo de 6leo de sassafras em Santa
Catarina, exploragio da madeira e valor de mercado destes produtos, ao longo de uma
série historica de 56 anos (1942-1998). Para tal, foram compilados dados de literatura e
aqueles disponibilizados por 6rgdos governamentais e privados conforme descrito a

seguir:

- Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA),
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- Federagdo das Indéstrias do Estado de Santa Catarina (FIESC), através do CNI
(Sistema de Estatistica de Comércio Exterior) e sistema ALICE (Importagdes
Efetivas Dados Preliminares Consulta por Mercadoria ~ Secretaria do Comércio
-Exterior/SECEX) do Departamento de Operagdes de Comércio Exterior (DECEX);

- Sistema de Controle de Exportagdes de Produtos Florestais (SISCOEX) do Estado do

Parana.

Apds a coleta, os dados foram agrupados segundo trés categorias: 1) dados
historicos, 2) de exploragdo e 3) de mercado, de modo a permitir uma analise mais
detalhada de cada uma destas categorias. Foram analisados os pardmetros quantidade e
precos médios de o6leo essencial, volume de madeira explorada, variagdo de pregos de
safrol no mercado externo, quantidade total de 6leo exportado e paises importadores desta

matéria-prima.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Historico da indiistria de extracio de dleo de sassafrds em Santa Catarina

A extragdo em escala industrial do oleo de sassafras, a partir da biomassa
lignocelulosica de Ocotea odorifera, teve seu inicio no Brasil em meados dos anos 40,
mais especificamente na localidade de Ribeirdo do Tigre, municipio de Rio do Sul (SC),
pelo industrial Otto Grimm. O 6leo extraido por destilagdo a vapor era comercializado
no mercado externo com o nome de "esséncia de sassafras brasileiro”. A justificativa
para a exploragio desta espécie advém do fato de que 80% do Oleo essencial de
sassafras € constituido por safrol (SILVA, 1987). Antes da entrada deste produto no
mercado, o abastecimento dava-se a partir do 6leo de sassafrids americano, extraido das
raizes da planta denominada Lauraca, a qual apresenta menor rendimento em safrol,
comparativamente & espécie brasileira (REXTER & DOBLER, 1992).

Com o grande éxito do 6leo no mercado, a Unica industria existente naquele
periodo - ndo supria a demanda existente, fato que permitiu a instalagdo de novas
indastrias no Estado, chegando a 150 fabricas durante o periodo da Segunda Guerra
Mundial (SILVA, 1987, DUARTE DA SILVA, 1989). De fato, neste periodo, a
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indistria brasileira de extragdo deste o6leo sofreu um grande impulso devido
principalmente & grande demanda do mercado norte-americano. Tal fato gerou a
necessidade de um sistema de controle de qualidade da matéria—prima, de modo que o
produto passou a ser classificado em dois grupos: a) oleo de primeira qualidade, restrito
ao Oleo de sassafris americano, usado para a industria de produtos alimenticios e
farmacéuticos; b) dleo de segunda qualidade, considerado no mercado norte-americano
o 6leo produzido no Brasil e utilizado na fabricagdo de inseticidas, fungicidas, perfumes
e sabdes (REXTER & DOBLER, 1992). Como exemplo disto, em 1942, encontravam-
se instaladas 31 empresas de produgdo de Oleo de sassafras nos municipios de
Blumenau, Rio do Sul, Camborit, Grao-Para, Itajai, e Jaragua do Sul, sendo que 2/3 do
total estava sediado no municipio de Rio do Sul. Entre os anos de 1944 a 1947,
coincidindo com o final da Segunda Guerra Mundial, ndo ha registros oficiais precisos
do mimero de fabricas existentes no Estado, porém os dados de literatura indicaram que
fabricas localizadas em Blumenau, Camborit, Grio Para, Itajai, Jaragua do Sul foram
fechadas, enquanto novas fabricas foram abertas nos municipios de Bom Retiro,
Brusque, Concoérdia, Ibirama, Indaial, Itaiopolis, Rodeio e Timbé. No inicio de 1948, os
registros indicaram a existéncia de 35 fabricas somente no municipio de Rio do Sul;
porém, em julho do mesmo ano, este nimero foi reduzido para 31. Possivelmente, tal
fato ocorreu devido & falta de matéria prima ocasionada pela intensa extragdo de
biomassa, aliada ao ndo repovoamento das areas devastadas de canela sassafras. Em
1970, se encontravam no Estado 18 fabricas distribuidas em 11 comunidades: Ibirama
[4 fabricas], Benedito Novo [3 fabricas] e Tai¢ [3 fabricas] (REXTER & DOBLER,
1992). Atualmente, duas fabricas sdo encontradas no Estado, uma no municipio de

Canoinhas e outra no municipio de Ibirama.
Exploracdo da madeira e dleo de canela sassafras

Santa Catarina foi, durante varias décadas, o maior exportador de dleo de
sassafras do Brasil. Contudo, poucos dados de orgdos governamentais foram
encontrados referentes a quantidade de biomassa de canela sassafras explorada nas
décadas de 40 a 80, de modo que apenas estimativas podem ser feitas a partir dos
registros da literatura. Os dados referenciam informag¢Ges de exportagdo de dleo de
sassafras fornecidos pelo orgéo federal gestor do comércio exterior (CACEX — Carteira

de Comércio Exterior), o qual foi extinto em 1992. Como consequéncia, grande parte
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dos dados de exportagdo de 6leo de sassafras tornou-se inacessivel, devido a dispersdo
e/ou extravio dos registros estatisticos, principalmente porque o banco de dados que se
localizava no Estado de Santa Catarina foi transferido para o Rio de Janeiro. De fato,
esta situagio foi encontrada repetidas vezes junto aos Orgdos governamentais
responsaveis pela coleta e monitoramento dos dados de produgéo e comercializagdo da
biomassa de canela sassafras no Estado de Santa Catarina e no Brasil, dificultando
sobremaneira a obtengdo de resultados mais precisos e consistentes.

Com base em estimativas realizadas através de dados da quantidade de 6leo de
sassafras exportado, referenciados por SILVA (1987), um volume aproximado de
926.424,85 m® de madeira foi extraido no Estado de SC, a partir do qual 7.411.399,00
Kg de Oleo de sassafras foram obtidos, em um periodo de 10 anos de exploragéo,
conforme descrito no Quadro 1.

Devido a necessidade de confirmagdo da quantidade de madeira explorada no
Estado catarinense, os dados concernentes ao volume de madeira extraida, area e
municipio onde sucedeu a exploragdo foram obtidos a partir de um levantamento
realizado junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA). Através da analise do banco de dados daquele 6rgéo, pode-se
constatar que somente a partir de 1982 comegou a ser notificada a exploracio desta
espécie. Possivelmente, uma das justificativas para o inicio dos registros naquela época
tenha sido o grande volume de madeira que estava sendo comercializado € a
preocupag@o com a extingdo da espécie. O registro da quantidade de madeira de canela
sassafras explorada era realizado através de guias de autorizagdo para desmatamento.
Todavia, em muitos casos, sua madeira foi classificada como sendo madeira de lei e de
qualidade, juntamente com outras espécies, fato que impossibilitou a determinagdo do
valor exato da quantidade explorada.

Os registros de corte de canela sassafras no Estado, para o periodo 1981 - 1989,
indicam que foram extraidos 209.571,43 m® de madeira, em uma é&rea correspondente a
12.890,23 ha, sendo que a média explorada foi de 17,912 m®> de madeira/hectare
(Quadro 2). Estes dados indicam que a quantidade explorada de madeira que foi
registrada junto ao IBAMA em 1984 e 1987 ¢ muito inferior aquela retirada, conforme
dados descritos por SILVA (1987) (Quadro 1).

Os dados indicaram que a madeira extraida era proveniente, em sua maioria, da
regido do Alto Vale do Itajai, conforme levantamento realizado no IBAMA/SC, com

destaque para os municipios de Ibirama, Rio Rosinha, Rio do Sul, Botuvera, Gaspar,
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Atalanta, Angelina, Rio do Campo, Benedito Novo, Indaial, Presidente Nereu,
Agrondmica, Itajai, Blumenau, Trombudo Central, Brusque, Agrolandia Major Vieira,
Apitna, Irindpolis, Corupa, Timbo, Vidal Ramos, Leoberto Leal. Além destes, a canela
sassafras foi explorada em outras regides do Estado tais como Curitibanos, Itaiopolis,
Porto Unido, Monte Carlo, Canoinhas e Mafra, porém com menor intensidade.

Somente em 1992 o governo brasileiro decretou, através da Secretaria do Meio
Ambiente - IBAMA, a Portaria N° 06 — N (15 de Janeiro de 1992, Art.1°) que incluiu
na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingdo a Ocotea
pretiosa (Nees) Mez.), inserindo-a na categoria: em perigo. Porém, a partir de 1996, a
Portaria inter-institucional n° 01, de 04/06/96, editada pelo IBAMA, Governo do Estado
de Santa Catarina, ¢ da Fundagio do Meio Ambiente (FATMA) - D.O.U. de 30/06/96,
no Art.1°- legalizou a exploragdo de florestas nativas, nas areas cobertas por vegetagdo
primaria ou secundaria nos estagios avangado e médio de regeneragio no Estado de
Santa Catarina. A referida portaria viabilizou a explora¢do da madeira de canela
sassafras, sob a forma de corte seletivo mediante manejo florestal sustentavel. |

Considerando os resultados obtidos por REXTER & DOBLER (1992), em
estudo realizado com dados obtidos na CACEX em >1992, foi observada uma queda
continua de exportagio de dleo de sassafras no periodo de 1987 a 1991, fato decorrente
da escassez de matéria-prima em Santa Catarina. Em 1984, foram exportados 1.302.362
Kg de oleo, com redugdo para 255.073 Kg em 1991, o que corresponde a uma queda de
5 vezes ao longo de 4 anos (Figura 1). Naquele periodo (1987 a 1991), os principais
compradores do Oleo de sassafras brasileiro foram os EUA, o Japdo e a Italia.
Entretanto, pequenas quantidades de 6leo também foram importados pela Espanha,
Reino Unido, Franga, Israel e antiga Unido Soviética (Quadro 3). A quantidade
importada de o6leo de sassafras esta, possivelmente, relacionada com o potencial da

indastria de quimica fina de cada pais.

Valor de Mercado

Durante os anos de 1942 a 1947, verificou-se uma consideravel flutuagiio na
produgdo de 6leo de sassafras em Santa Catarina devido & Segunda Guerra Mundial. O
mercado norte-americano, principal comprador do oOleo catarinense, encontrava-se
impossibilitado de importa-lo do oriente, fato que determinou um aumento da pressdo

de demanda daquela matéria-prima. Ao final daquele periodo, observou-se um
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decréscimo na produgdo e no volume exportado pelo Estado para aquele pais,
provavelmente, devido ao retorno ao mercado de alguns paises diretamente envolvidos
na guerra, como o Japdo, um grande fornecedor do 6leo de cinfora - preparado sintético
(REXTER & DOBLER (1992).

No contexto econdmico, o prego do oleo de sassafrds produzido em Santa
Catarina apresentou um variagdo significativa, quando se comparam 0s pre¢os
praticados nos anos 60 e 70 com os valores do final dos anos 80 e inicto dos anos 90,
conforme demonstrado no Quadro 4. Contudo, dados mais recentes tém indicado um
crescente aumento do prego de safrol ao longo dos wltimos anos no mercado externo,
conforme demonstrado no Quadro 5. Esta tendéncia pode estar relacionada a escassez
do produto no mercado, devido principalmente ao fato do sistema de produgéo basear-se
no extrativismo nos principais paises produtores (China e Vietnd).

A partir da proibigdo do corte dal canela sassafras, o Brasil passou da condigdo
de pais exportador de 6leo de sassafras a importador desta matéria, conforme mostram
os dados obtidos junto a Federagdo das Industrias do Estado de Santa Catarina (FIESC —
CNU/sistema ALICE/DECEX). Entretanto, uma pequena quantidade de oleo de
sassafris proveniente do Estado de Santa Catarina e do Parana ainda € exportada através
do Porto Paranagua - PR, segundo registro do Sistema de Controle de Exportages de -
Produtos Florestais (SISCOEX), 6rgdo que foi implantado no ano de 1995. Os registros
demostraram que naquele ano foram exportadas 37,62 toneladas de 6leo essencial com
um prego de US$ 6,65/Kg, enquanto no periodo de 1996-97, ndo foram registradas
atividades de exportagdo de 6leo de sassafras brasileiro. Para o primeiro semestre de
1998, foram exportadas 14,96 toneladas, com um prego de US$ 5,60/Kg (Quadro 6).
Analises mais detalhadas de dados de exportagdo obtidos junto ao Porto de Paranagué e
relativos a momentos anteriores 4 implantagdo do SISCOEX, ndo foram possiveis,
devido a dispersdo e/ou extravio dos registros estatisticos pelos 6rgios oficiais.

Durante muitos anos, a extragéo de 6leo de sassafras contribuiu fortemente para
geragdo de renda e empregos nos municipios produtores catarinenses. Contudo, devido
a escassez de matéria-prima, decorrente de um sistema exploratorio desprovido de
sustentabilidade, e & concorréncia externa, notadamente por parte de alguns paises
asiaticos, esta atividade ndo mais apresenta significdncia no sistema produtivo do
Estado.

Atualmente, o 6leo de sassafras é importado da China e do Vietnd que o obtém

de Cinnamomum camphora (Lauraceae). Todavia, existe a possibilidade de o governo



chinés proibir sua exploragdo, devido ao risco de extingdo daquela espécie (EMBRAPA,
1998). Em fungdo do exposto, o desenvolvimento de trabalhos de pesquisa em areas
basicas e de cunho tecnoldgico, buscando desenvolver formas alternativas de produgéo
de safrol, segundo um modelo sustentavel, podera vir a ser uma solugdo que viabilize o
abastecimento de mercados, a obtengdo de lucros e a reconquista de um segmento do

mercado externo.
Perspectivas

Mediante a situagdo atual de distribuicdo desta espécie no Estado, a conservagio
do germoplasma de canela sassafras dependera de acdes que envolvam propagagéo,
conservagio in sito e ex sifo, caracterizagdo genética de individuos de diferentes
populagdes, bem como o desenvolvimento de técnicas biotecnologicas de conservagado
através da propagacio in vitro e criopreservagao.

Estudos que envolvam a propagagdo de germoplasma através da cultura de
tecidos, sdo um importante pré-requisito para a conservagdo, visto que os meétodos
convencionais de propagacgio, via semente nao tém apresentado resultados satisfatorios,
de modo a garantir seu reflorestamento, devido ao grande periodo de tempo necessario

para iniciar o periodo reprodutivo e de corte, conforme descrito anteriormente.

N
bl

4, CONCLUSOES

e A exploragido da canela sassafras foi realizada durante mais de 40 anos de forma

© irrestrita. Este fato, aliado ao pouco conhecimento do manejo desta espécie e ao
preco atrativo do o6leo essencial e do safrol no mercado internacional, foram os
principais agentes causadores de um extrativismo exacerbado no Estado de Santa
Catarina, colocando esta espécie em perigo de extingéo;

e A politica inadequada da produgio para o setor colaborou para o surgimento de
problemas sociais e econdmicos, dado ao fechamento de industrias na regido do

Vale do Itajai, além de levar o pais a condigdo de importador do 6leo de sassafras;
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e Os dados oficiais de exportagdo do 6leo de sassafras de Santa Catarina foram, em
certo nivel, dispersos e/ou extraviados, sugerindo desinteresse dos oOrgaos
governamentais em formar banco de dados com informagdes precisas e confiaveis;

e A série histérica de dados de. comercializagdo e precos dos produtos sugere a
necessidade de readequagdo do setor, notadamente através da adogdo de novas

tecnologias que permitam a produg@o sob um sistema de manejo sustentado.
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Quadro 1. Quantidade de oleo essencial (Kg) extraido de canela sassafrds em Santa
Catarina e exportado nos periodos 1942-47, agosto de 1969 a 1970, 1984 ¢ 1987 e
estimativa da quantidade média de madeira (m’) necessaria para a extragdo do 6leo.

Table 1. Quantity of essential oil (Kg) extracted from canela sassafras in Santa
Catarina State and exported during 1942-47, August, 1969 - 1970, 1984, and 1987 and
estimation of the mean quantity of wood (m’) necessary for the extraction of this oil.

Ano Oleo de sassafréas” Estimativa do volume de madeira
(Kg) . explorada (m’)
1942 - 124.260 15.532,5
1943 210.575 26.321,8
1944 591.947 73.993,4
1945 530.667 66.333,4
1946 367.665 45.958,1
1947 330.923 41.3654
1969-70 1799.000 224.875,0
1984 2.154.000 269.250,0
1987 1.302.362 162.795,25
Total 7.411.399 926.424,85

£

- Em média, o rendimento de 6leo de sassafras a partir de 1 m® de madeira corresponde a 8 Kg de 6leo
essencial (REXTER & DOBLER, 1992).

Quadro 2. Quantidade de madeira explorada registrada (m®), total da area explorada
(ha) e volume médio explorado de madeira (m’/ha) de canela sassafras, durante o
periodo de 1982 a 1989,

Table 2. Quantity of exploited and recorded wood (m’), total exploited area (ha) and
mean volume of canela sassafras wood exploited (m’/ha), during 1982 to 1989.

Ano Total de madeira  Total da drea explorada  Meédia do volume de madeira
explorada (m’) (ha) explorada (m’/ ha)

1982 2.922,89 124,17 23,539

1983 9.963,40 1.821,84 5,468

1984 35.725,43 2.157,87 16,555

1985 51.803,44 2.812,10 18,421

1986 32.691,49 1.713,53 ' 19,078

1987 47.478,56 2.747,77 17,280

1988 19.173,85 1.136,91 : 16,864
1989 9.812,37 376,04 26,093
Total 209.571,43 12.890,23 17,912

" Fonte : registros de autorizagdes de desmatamento efetuados no Estado de Santa Catarina pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), Floriandpolis - 1997.
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Quadro 3. Participagdo relativa (%) de paises importadores de 6leo essencial de canela
sassafras nos anos de 1987 a 1991, segundo REXTER & DOBLER (1992).

Table 3. Relative participation of importer countries of canela sassafras’ essential oil
for the period 1987 to 1991, according to REXTER & DOBLER (1992).

Participagdo relativa de importagdo (%)

Paises 1987 1988 7989 1990 1991
Japao 46 18 30,8 63 56
EUA 27,7 43,4 23,8 6 10
Italia 22,6 _ 31,2 44.6 30 34
Espanha 1,9 - - - -
Reino Unido 1,2 - - - -
Israel - 5 - - T-
Franga/Espanha - 2,4 - - -
Outros 0,6 - 0,8 1 -

2

Quadro 4. Precos médios (US$/Kg) de oOleo essencial extraido da canela sassafras e
exportado, ao longo do periodo 1960 - 1991 (REXTER & DOBLER, 1992).

Table 4. Mean prices (US$/Kg) of the essential oil extracted from camela sassafras
biomass and exported along the period 1960-1991 (REXTER & DOBLER, 1992).

Ano Pregos Médios (US$)
1960 1,90
1970 1,00
1987 5,60
1989 3.43
1990 3,23
1991 6,35
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Quadro 5. Dados da variagdo de pregos (US$/Kg) de safrol no mercado externo no
periodo 1993-98.

Table 5. Variation of prices (US$/Kg) of saﬁole in the external market along the years
1992 to 1998.

Ano Prego Médio (US3)/Kg
1993* 477

1994* 2,82

1995+ 2,49
1996** 6,00
1997*** 2313
1998*+* 14,00

*Dados fornecidos pelo CNI (Sistema de Estatistica de Comerc1o Exterior).

**Dados obtidos pelo Orient Resources Company.

*+¥Dados fornecidos através do sistema ALICE (Importagdes Efetivas Dados Preliminares Consulta por
Mercadoria) da SECEX (Secretaria do Comércio Exterior) - DECEX (Departamento de Operacdes de
Comércio Exterior) - SERPRO (Servigo Federal de Processamento de Dados).

Quadro 6. Dados de exportagdo de dleo de sassafras (ton.), através do Porto de
Paranagua, segundo registros do Posto de Controle e Fiscalizagdo de Despachos
Aduaneiros (Sistema de Controle de Exportagdes de Produtos Florestais — SISCOEX)
do Ministério do Meio Ambiente e da Amaz6nia Legal - IBAMA, a partir de 1995.

Table 6. Amounts of sassafras oil exported (ton.) through Paranagua Harbor, after
1995, according to the records of the Control and Inspection Station of Boundary
Dispatch (Control System for Forest Product Exportation - SISCOEX) of the
Environmental and Legal Amazon Ministry.

Data de Pais importador Prego (US$) " Quantidade Valor (US$)
exportaglo (Kg) (toneladas)

27/01/95 Japdo 6,00 5,50 33.000,00

19/05/95 Japdo 5,20 32,12 167.024,00

28/01/98 EUA 6,65 14,96 99.484,00
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Figura 1. Dados de exportagdo do 6leo essencial de canela sassafras obtidos junto a
CACEX - 1992, segundo REXTER & DOBLER (1992).
Figure 1. Exportation data of the canela sassafras oil, from CACLX office - 1992,
according to REXTER & DOBLER (1992).
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A canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer) € uma espécie lenhosa pertencente a
familia Lauraceae. De habito arboreo perene, atinge 20 a 25 m de altura, com 50 a 70 cm de
didmetro na altura do peito (Reitz ez al., 1978). Apresenta copa densa, flores hermafroditas e
floragdo intensa, a qual raramente corresponde a uma abundante frutificagdo (Fig. 1) No Brasil, sua
distribuicdo é verificada entre as latitudes 8°45'N [Pernambuco] e 31°12'S [Rio Grande do Sul] e de
33°52' a 59°09' de longitude oeste (Saloméo er al., 1992). Se encontra em altitudes que variam de
10 a 1200 m, com temperaturas médias anuais variando de 12°C a 23°C (Carvalho, 1994).

No Estado de Santa Catarina, sua ocorréncia € maior no ecossistema de Floresta Ombrofila
Densa [Floresta Atlantica], especialmente no Vale do Rio Itajai, sendo menos frequente na Floresta
Ombrofila Mista [Floresta de Araucaria]. No inicio da década de 40, aproximadamente 1/3 da
biomassa de espécies lenhosas constituintes da Floresta Atlantica catarinense era representada por
esta espécie (Reitz ez al., 1978).

A madeira de canela sassafras foi muito empregada nas industrias moveleira, naval e de
construcdo civil (Reitz ef al., 1978). No artesanato catarinense, a madeira foi bastante usada na
confeccdo de barris e garrafas para armazenar agua ardente. Extratos alcoolicos de tecidos de raiz,
casca, caule e folhas sdo usados como sudorificos, anti-reumaticos e diuréticos pela medicina

popular (Futuro et al., 1998). Todavia, a comprovagao cientifica destas atividades farmacologicas,

! Publicado na Revista Biotecnologia — Ciéncia e Desenvolvimento, 20: 44-48, 2001.



bem como os aspectos toxicologicos intrinsecos requerem estudos mais detalhados, devido a
presenca de safrol na fragdo de oleos essenciais de sassafras, o qual é sabidamente um potente
agente mutagénico e carcinogeénico.

A exploragdo de biomassa de canela sassafras visando a obtengao de oleo essencial rico em
safrol ocorreu segundo um modelo extrativista durante varias décadas, levando a espécie ao risco de
extingdo. A nivel industrial, a biomassa de raizes, casca e folhas foi amplamente utilizada para a
extracdo de Oleo essencial, o qual apresenta altos teores de safrol (Fig. 2), um composto
alilbenzénico de grande importancia econdémica. Como exemplo disto, este composto tem sido
utilizado como aromatizante nas industrias de bebidas, cosméticos, alimentos e de medicamentos. A
partir do safrol, dois derivados sdo obtidos, a heliotropina, que ¢ um fixador de aroma, e o butoxido
de piperonila, elemento essencial na producdo de inseticidas biodegradaveis (Embrapa, 1998). A
justificativa para a exploragdo desta espécie advém do fato de que, em média, 80% da esséncia de
sassafras ¢ constituida por safrol. No entanto, outros compostos de interesse das industrias quimica
e farmacéutica tem sido identificados na fracdo oleo essencial desta espécie (Tabela 1).

Até a década de 60, o Brasil era o maior exportador mundial de 6leo de sassafras, sendo que
esta atividade entrou em declinio em fungdo do esgotamento das reservas naturais de biomassa de
0. odorifera, principalmente em areas de Mata Atlantica, no Sul do Brasil. Em 1992, o governo
incluiu a canela sassafras na lista de espécies ameagadas de extingdo e estabeleceu uma série de
restricdes que impediram o extrativismo legal desta arvore, resultando na queda significativa do
volume de exportagdes brasileiras deste oleo (Ibama, 1992). Em funcdo do exposto, estudos
buscando formas alternativas de produgdo de safrol tém sido realizados com diversas espécies
(Sassafras oficinale, Cinnamomum spp, Magnolia kobus, Boronia safrolifera, Laurelia serrata,
Daphnandra aromatica e Piper hispidinervium Silva, 1987; Pescador ef al., 2000), que poderao ser
manejadas através de um sistema sustentado de produgdo e com altos rendimentos, viabilizando
desta forma o abastecimento do mercado sem prejuizos ecologicos. De fato, consoante as
caracteristicas intrinsecas de cada espécie e ao sistema de produgdo adotado, vantagens e
desvantagens podem ser mencionadas, quando se objetiva a produgdo do dleo de sassafras e, mais
especificamente, de safrol em escala industrial. O presente trabalho discute aspectos e resultados de
estudos de propagagdo vegetativa, micropropagacao e de cultura de embrides de Ocotea odorifera.
Tal abordagem ¢é considerada como pressuposto basico para analises do potencial de utilizagao
destas técnicas como ferramentas em processos de conservagdo e multiplicagdio massal de
germoplasmas de interesse, bem como para a produgao de metabolitos secundarios em sistemas in

VIlro.
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Tabela 1. Composigdo percentual de metabolitos secundarios na fragdo de oleo essencial de canela
sassafras (Ocotea odorifera)*.

Metabolitos secundarios Conteudo (%)
Safrol 929
Pineno 0,7
Eugenol 0,6
Furfural 0,17
Cineol 0,21
n-Valeraldeido 0,001
Benzaldeido 0,03
Sesquiterpenos 5,1

* Adaptado de Silva (1987).

Figura 1. Inflorescéncias e frutos de canela sassafras colhidos de planta matriz, com
aproximadamente 30 anos de idade, nativa da Floresta Ombrofila Densa (Floresta Atlantica

— Municipio de Taio, Vale do Itajai — Santa Catarina).
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Figura 2. Safrol [4 alil 1,2 metileno dioxibenzeno], o composto majoritario do 6leo essencial de
canela sassafras.

1 — Propagacio vegetativa : limitacdes de uso

Uma das principais restrigdes a propagacao vegetativa da canela sassafras é o seu grande
periodo de juvenilidade. O tempo necessario para a produgdo das primeiras sementes ¢ variavel
entre plantas matrizes e regides, contudo, o inicio do periodo reprodutivo ocorre, em meédia, entre os
25 e 40 anos. Esta caracteristica, na pratica, se traduz por uma dificuldade a obtengdo de mudas, de
modo a garantir o reflorestamento e/ou repovoamento de areas de ocorréncia desta especie,
comprometendo sua exequibilidade do ponto de vista tecnologico. Um segundo agravante refere-se
a quantidade de material seminifero produzido por planta matriz, a qual é considerada baixa, (~
2.000 sementes/ano/planta matriz de 100 anos de idade), comparativamente a outras espécies, COmo
o eucalipto por exemplo, que produz mais de um milhdo de sementes por planta matriz. Além deste
fator, as sementes apresentam dificuldades na germinagdo e sdo intensamente atacadas por roedores,
insetos e fungos, sendo baixa a viabilidade deste material (Pedrotti, comunicagdo pessoal).

Varias tentativas de reflorestamento em campo aberto ndo alcangaram eéxito, devido
principalmente ao fato de ser uma espécie que se regenera naturalmente em floresta secundaria
tardia a climax, onde ha elevada umidade e sombreamento. Seu crescimento ¢ muito lento, sendo
estimada uma rotacdo minima de 42 anos para a extracao do o6leo de sassafras (Carvalho, 1994).

Em fungdo do exposto, o desenvolvimento de protocolos de propagacdo de canela sassafras
que permitam a obtencdo de altos rendimentos (n® mudas/unidade de tempo) assume importancia
quando se buscam tecnologias adequadas aos processos de reflorestamento e/ou repovoamento de

areas com esta espécie. Entre as diversas técnicas de propagacdo existentes, a cultura de tecidos



vegetais tem mostrado excelentes resultados com varias espécies vegetais, sendo que o conjunto
destas técnicas utiliza meios de cultura adequados e condigdes ambientais padronizadas,
possibilitando a obtengdo de elevadas taxas de regeneracdo de plantas e a propagagao massal de
clones superiores. Tal abordagem apresenta, além do aspecto de produgdo da biomassa (dleo
essencial e safrol), de indiscutivel importancia econdmica e social (Oltramari ef al., no prelo), um
componente de importancia ecologica bastante significativo, decorrente da condi¢do de ameaga de

extingdo da espécie em tela.

2 - Estudos de cultivo in vitro

2.1 - Germinagdo de embrides imaturos

As primeiras observacgdes relativas a taxa de germinagdo de sementes de canela sassafras
sugeriram a existéncia de um periodo de dorméncia, ou laténcia, imediatamente apos a colheita dos
frutos, juntamente com a ocorréncia de um rapido processo de deterioragdo do material seminifero.
Em decorréncia disto, a germinagdo asséptica de embrides imaturos desta espécie parece ser uma
estratégia de interesse na resolucgao deste problema. Deste modo, experimentos visando checar esta
possibilidade foram realizados utilizando frutos contendo embrides imaturos, colhidos de plantas
matrizes nativas do Vale do Itajai (Taié — SC) e incubados a 4°C, por 15 e 30 dias, na auséncia de
luz. Ao término destes periodos, os embrides imaturos foram excisados (~ 5,0 mm comprimento) e
transferidos para meio de cultura MS/2, contendo a metade da concentragdo salina proposta por
Murashighe & Skoog (1962), e suplementado com 4 pM de 6-benzilaminopurina (6-BAP). Para
efeito de controle, embrides imaturos ndo submetidos ao tratamento térmico foram inoculados no
meio de cultura, imediatamente apos sua colheita.

Os resultados indicaram que a termoterapia a 4° C nao afetou o percentual de germinagio de
embrides de Ocotea odorifera de modo significativo, sendo que a maioria dos embrides germinou,
independente da duragdo do periodo de refrigeragdo (Tabela 2). Contudo, uma velocidade maior de
germinacdo foi observada, sendo este comportamento diretamente proporcional a duragdo do
periodo de tratamento térmico, o que sugere a existéncia de uma relagdo entre estas duas variaveis.
Os dados obtidos indicam a ocorréncia de uma fase de dorméncia dos embrides imediatamente apos
a colheita, considerando o efeito redutor do periodo de germinagdo causado pelo tratamento
térmico. A dorméncia é definida como a incapacidade do embrido germinar quando submetido a
condigdes desfavoraveis decorrentes da agao de agentes abicticos (luz, temperatura, O, e agua, por

exemplo), sendo que multiplos fatores podem atuar como modificadores do estado de dorméncia de



{8
‘h

embrides de uma mesma variedade, i.e., o habitat, a idade e a localiza¢do dos frutos na planta mae.
E sabido que a exposigdo de meristemas e embrides vegetais a baixas temperaturas (i.e., 4° C), ao
longo de um determinado periodo de tempo, pode levar a superagdo da condigdo de
dorméncia/laténcia destas estruturas, na medida em que a degradagdo e/ou imobilizagdo de
compostos inibidores de crescimento, 1.e. brotagdo e germinagdo, ¢ favorecida. Alem disto, os
mecanismos de regulacdo da dorméncia em tecidos seminiferos funcionam de maneira altamente
integrada, onde as diversas estruturas das sementes respondem diferentemente aos agentes
ambientais de indugio, manutengdo e remogdo da dorméncia. A dorméncia dos embrides podera ser
caracterizada, entdo, através da percentagem de germinagdo e do numero de plantulas produzidas.
Os dados demonstram, portanto, a existéncia de compostos com agao inibitoria de
crescimento nos tecidos seminiferos de O. odorifera. Neste sentido, sugere-se que produtos
oriundos da degradacdo de componentes da fragdo de 6leos essenciais poderao estar envolvidos no
processo inibitério da germinagdo, principalmente quando se leva em conta o alto grau de oxidagao
das estruturas embrionarias e demais tecidos, logo apos a colheita dos frutos. Estudos neste sentido
encontram-se em andamento, enfocando a agdo de enzimas (polifenol oxidases, e.g.) possivelmente
envolvidas em vias de biossintese/degradagio de metabodlitos secundarios com atividade sobre a

resposta germinativa.

Tabela 2. Percentagem de germinacdo de embrides imaturos de Ocotea odorifera, em fungao do
periodo de refrigeracao (4°C) em meio de cultura MS/2 suplementado com 4 pM de 6-BAP.

Periodo de PERIODO DE CULTURA (dias) Embrides
S 20 40 50 60 80 100 ndo
SEEICY % de germinacéo germinados
- - 25 40 55 70 5
0 dias
- 50 55 60 65 65 5
15 dias
55 75 85 85 85 85 -
30 dias

2.2 — Analise do crescimento de plantulas

As plantulas de O. odorifera resultantes da germinacdo asséptica foram

monitoradas quanto ao seu crescimento, atraves de leituras periodicas da altura (cm). Os dados (Fig.



3) indicaram que o tratamento térmico influenciou o crescimento das plantulas, sendo que aquelas
mantidas a 4'C por 30 dias alcangaram uma altura média superior ¢ em menor periodo de tempo,
comparando-se com os demais periodos de refrigeragdo. Resultados semelhantes foram obtidos para

o parametro crescimento longitudinal de raizes.

Controle

H 15 dias de refrigeracio
30 dias de refrigeragédo

Altura média de plantula:

0 20 40 50 60

Dias de cultivo

Figura 3. Altura média (cm) de plantulas de canela sassafras germinadas in vitro, em meio MS/2
acrescido de 6-BAP (4 uM), em fungdo dos periodos de refrigeragédo (0, 15 e 30 dias).

Tomados em conjunto, os dados sugerem que o tratamento térmico a 4C por 30 dias
permitiu a obtengdo de um maior numero de plantulas por unidade de tempo e com um maior
crescimento de parte aérea e sistema radicular, otimizando o processo de produc¢do de mudas da
espécie em tela. Estes resultados assumem importancia na medida em que a propagagio de canela
sassafras ocorre através das sementes, porém os valores de germinagdo e sobrevivéncia de plantulas
usualmente observados a campo sdo baixos, pois as mesmas sao intensamente atacadas por insetos e
fungos, antes e apds a sua maturagdo fisiologica. Da mesma forma, o alto teor de oleo encontrado
nos tecidos do fruto e da semente possibilita a rapida deterioracdo destes materiais, corroborando
para a redugdo do indice de germinagdo. Os métodos convencionais de propagagdo vegetativa
(enraizamento de estacas, e.g.) nao tém apresentado resultados satisfatorios e, em fungdo disto, o
desenvolvimento de métodos ndo convencionais de propagagao, através da cultura de tecidos
vegetais por exemplo, parece ser uma alternativa viavel, na medida em que possibilita a obtengado de

taxas de multiplicacdo maiores, permitindo a propagagdao massal da espécie com valores de



rendimento mais interessantes, especialmente quando se objetiva a reposigdo e preservagao da
espécie em seu ecossistema.

Um segundo componente de interesse em estudos de micropropagagdo vem a ser a selecao
de plantas matrizes que apresentem um perfil fenotipico superior. Neste contexto, buscou-se avaliar
o efeito da fonte de explantes sob a taxa de crescimento de plantulas de canela sassafras in virro.
Para tal, trés plantas matrizes com idade minima superior a 25 anos - clones II, Il e VII — e nativas
da Floresta Atlantica do Sul do Brasil (Vale do Itajai, municipio de Taio-SC) foram selecionadas e
seus frutos coletados simultaneamente no més de fevereiro/1999. Os embrides imaturos, em numero
de quinze unidades/clone, foram excisados, inoculados em meio de cultura MS/2 suplementado com
4 uM de 6-benzilaminopurina e mantidos a 24+1°C, 85-90% U R e intensidade luminosa de 4uM
fotons.m™.s™ ao longo de 90 dias de cultivo. Ao término do experimento, os valores médios de altura
maxima de plantulas para os clones foram determinados, revelando a existéncia de comportamentos
distintos de crescimento, segundo a origem dos explantes (Fig. 4). Os dados indicaram que as
plantulas oriundas do clone II e VII apresentaram taxas médias de crescimento superiores ao clone
II em 7,5 e 3,9 ordens de magnitude, respectivamente, com base na altura maxima média de parte
aérea. De forma similar, o numero médio de gemas/plantula/clone situou-se entre 7 e 9, sendo
superior nestes dois clones em relagdo ao clone III. Estes dados sdo indicadores de um efeito
significativo da fonte de explante sobre a resposta morfogenética, na medida em que os clones II e
VII demonstraram um comportamento superior no que conceme ao seu potencial como fontes de
explantes para micropropagagao in vitro de O. odorifera. As diferengas encontradas reforcam a
necessidade do aprofundamento dos estudos de propagacdo desta espécie. Presentemente, um total
de 12 germoplasmas desta espécie, oriundos do Vale do Itajai - SC, tém sido mantidos sob cultivo
in vitro (Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal - CCA /Universidade Federal de Santa
Catarina), com o intuito de aprofundar os estudos neste contexto, bem como avaliar o potencial

biossintético de safrol destes materiais.
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Figura 4. Altura maxima média da parte aérea de plantulas de canela sassafras aos 90 dias de
cultivo, obtidas a partir da germinagéo in vitro de embrides imaturos em meio MS/2 suplementado
com 4 uM de 6-BAP, segundo o clone de origem.

2.3 — Organogénese

Uma segunda estratégia para a multiplicagdo in vitro de canela sassafras tem considerado a
analise da expressdo do potencial de organogénese de explantes, a saber: segmentos nodais,
segmentos cotiledonares e segmentos de raiz, provenientes de plantulas germinadas in vitro. Neste
estudo, os efeitos da suplementagdo do meio de cultura MS/2 com 6-BAP e de exposigdo dos
cultivos a luz foram avaliados mensalmente, considerando-se o percentual de neoformagao de
gemas nos diversos explantes, ao longo de um periodo de 150 dias.

Os maiores valores de neoformagdo de gemas a partir de segmentos nodais foram obtidos
utilizando 6-BAP na concentragdo de 4 uM, enquanto a concentragdo de 17,6uM causou a redugdo
da expressdo deste fendmeno, notadamente apds 90 dias de cultivo (Fig. 5). A manuten¢do dos
cultivos na auséncia de luz no periodo inicial de cultivo (0 a 90 dias) constituiu-se em condigido
inibitoria de processos oxidativos dos tecidos dos explantes. A subsequente exposigao das culturas a
luz (90 a 150 dias, 40uM fotons.m™.s), por sua vez, foi estimulatoria da formagao de calos, aléem
de aumentar a frequéncia de ocorréncia de oxidagdo dos tecidos, independentemente da

concentrag¢do de 6-BAP no meio de cultura (Fig. 6).
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Figura 5. Percentagem de neoformacdo de gemas em segmentos nodais de canela sassafras em
meio MS, adicionado de 2,5 uM de AIB, 0,577 uM de GA; e 6-BAP nas concentragdes de 0,0 uM
(A - controle), 4,4 uM (B), 8,8 uM (C) e 17,6 uM (D), durante o periodo de 150 dias de cultivo.
Durante o periodo inicial de cultivo (0 a 90 dias), os explantes foram mantidos na auséncia de luz e
posteriormente (90 a 150 dias) expostos a luz (40uM fétons.m™.s").
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Figura 6. Percentagem de oxidagao de segmentos nodais de canela sassafras em meio de cultura
MS, adicionado de 2,5 uM de AIB, 0,577 uM de GA; e 6-BAP nas concentragdes de 0,0 uM (A -

controle), 4,4 uM (B), 8.8 uM (C) e 17,6 uM (D), durante o periodo de 150 dias de cultivo.
Durante o periodo inicial de cultivo (0 a 90 dias), os explantes foram mantidos na auséncia de luz e
posteriormente (90 a 150 dias) expostos a luz (40uM fotons.m™.s").



40

A neoformagdo de gemas a partir de cotilédones ndo foi detectada, mas sim a neoformacao
de raizes, principalmente para o tratamento com 4,4uM de 6-BAP (Fig. 7). Por sua vez, os
segmentos de raizes nao apresentaram neoformagdo de gemas, tendo sido observado somente um
alongamento das raizes laterais aos 30 dias de cultivo. Estes explantes apresentaram um aspecto

vitrificado (hiperhidricidade), havendo a formagao de calos de coloragdo branca.

e B 4.4 uM 6-BAP

(=}

54 454 B 17,6 uM 6-BAP
40

E —_~ ‘;5_

S

=)

o = 30,

=3

N 25

€3

S = 20

27 s

]

= 10+

= )

= 5 7
0 ; g

Periodo (dias)

Figura 7. Percentagem de neoformagao de raizes a partir de segmentos cotiledonares de O.
odorifera em meio MS suplementado com 6-BAP, nas concentracdes de 4.4 uM e 17,6 uM ¢
2737 uM de L-glutamina.

3 - Consideracoes Finais

A estratégia de utilizagdao de técnicas biotecnoldgicas tem se mostrado viavel no estudo de
fenomenos morfogenéticos de Ocotea odorifera, permitindo o resgate de material seminifero
através do cultivo in vitro de embrides imaturos, com aumentos substanciais na taxa de
sobrevivéncia deste material em relagdo ao observado a campo. Adicionalmente, a
micropropagacao da espécie a partir de segmentos nodais ¢ uma alternativa de interesse, ainda que
estudos mais detalhados se fagam necessarios, notadamente no que se refere a otimizagdo do
protocolo buscando reduzir o periodo de residéncia dos cultivos. Por ultimo, a adogdo deste tipo de

tecnologia assume importancia em programas de sele¢do e manutengao de germoplasmas de canela
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sassafras, bem com para a produgiio de mudas em larga escala para efeitos de repovoamento e/ou

reflorestamento de areas com esta espécie.
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CAPITULO IV

ANALISE DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM
CULTURA DE CELULAS DE CANELA SASSAFRAS (Ocotea
odorifera (Vell.) Rohwer) POR 'H-RMN'

Ana Carla Oltramari’, Josiane M.O.D. da Silva®, Patricia S. Araujo’; Renata dos Passos’, Enio L.
Pedrotti?, Ana Maria Viana®, Robert Verpoorte®, Miguel S.B. Caro’, Marcelo Maraschin

’Lab. Morfogénese e Bioquimica Vegetal - Centro de Ciéncias Agrarias/UFSC; *Centro de Ciéncias
Biolégicas/UFSC; *Leiden/Amsterdam Center for Drug Research, Pharmacognosy Division, Gorlaeus Lab.,
Leiden University/The Netherlands; >Central de Andlises, Depto de Quimica/UFSC.

RESUMO - A analise da metabolizagio de carboidratos em extratos celulares de Ocotea
odorifera foi estudada por espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(‘"H-RMN). As culturas de células foram mantidas em meio WPM, suplementado com
sacarose, glucose ou lactose (3g%), durante trinta dias. Extratos aquosos de amostras de
biomassa celular foram obtidos em intervalos regulares, liofilizados e ressuspensos em
D,O para quantificag@o dos carboidratos por 'H-RMN. A anélise dos espectros de 'H-
- NMR dos extratos aquosos dos cultivos celulares suplementados com sacarose revelou a
ocorréncia de sinais caracteristicos de o-D-Gle e B-D-Gle, cuja intensidade aumentou
segundo um modelo quadratico ao longo do periodo de cultivo. As células cultivadas em
meio contendo glucose apresentaram uma maxima concentragdo enddgena dos andmeros
a- ¢ B-D-Glc 5 dias apds o subcultivo. Apods este periodo, os valores de concentracdes
mantiveram-se estaveis até o final do periodo de cultivo. Sinais caracteristicos de lactose
nio foram observados nos espectros de "H-RMN, sugerindo a existéncia de metabolizagdo
_extracelular deste dissacarideo, provavelmente por via enzimatica (B-galactosidase). A
maxima concentracdo endégena de a-Gle, B-Gle e D-Gal foi obsevada no 15° dia apés o
subcultivo. Os resultados evidenciam a existéncia de um equilibrio intracelular de
andmeros de D-Glc, independentemente da fonte de carbono utilizada.

Palavras—chave: Ocotea odorifera, culturas celulares, metabolismo de carbono,
espectroscopia de "H-RMN, canela sassafras.

' Capitulo a ser submetido  revista Phytochemical analysis.



1. INTRODUCAO

A canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer) - Lauraceae.) € uma espécie
lenhosa sob risco de extingdo, devido a intensa exploragdo de sua biomassa lignocelulosica
para a extragdo de Oleo essencial rico em safrol. A partir deste composto alilbenzénico sao
obtidos a heliotropina, um fixador de aromas e o butéxido de piperonila, composto
utilizado na produgio de inseticidas biodegradaveis (EMBRAPA, 1998). Devido as
limitagBes desta espécie no que concerne ao seu cultivo em sistema agroflorestal, a
produgdo de safrol via cultura de células e tecidos vegetais apresenta-se como uma
alternativa de interesse para a obteng@o deste metabolito.

A expressio da informagdo genética relacionada & formagio de metabolitos
secundarios somente € observada quando as células vegetais sdo providas de condi¢des
adequadas ao seu desenvolvimento, notadamente no que se refere aos processos de
diferenciacdo. No contexto epigenético, entre os fatores que influenciam a produtividade
da cultura destaca-se a composic@o do meio de cultura, a luz (A e fotoperiodo), a
temperatura (Zhang et al., 1998), o tipo de biorreator e a composigdo atmosférica ([CO;],
[O2] e.g) nos frascos de cultivo (Schlatmann, 1995, Maraschin e Verpoorte, 1999).
Diversos estudos tém demonstrado que a substitui¢do da fonte de carbono no meio de
cultura gera, em alguma extensdo, estimulos a sintese de metabodlitos secundarios de
interesse (Ketchum e Gibson, 1996; Maraschin, 1998; Wu e Ho, 1999). Como exemplo
disto, aumentos na sintese de metabolitos de interesse farmacologico tais como taxol -
Taxus canadensis e T. baccata - velutinol A -Mandevilla velutina - e ajmalicina -
Catharanthus roseus - (Ketchum e Gibson, 1996; Hirasuna et al., 1996, Maraschin, 1998;
Araujo, 2001; Schlatmann, 1995).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma forma de espectrometria baseada na
absor¢do de energia na faixa da radiofrequéncia por nucleos atdmicos (e.g., 'H, BC, PN,
PF, 3P, ¥K, etc) que possuem um momento magnético (i.e. momento de dipolo
magnético, spin nuclear # zero e quadrupolo elétrico), quando submetidos a um campo
magnético estacionario (Roberts e Jardetzky, 1981; Freitas e Bonagamba, 1999). A
utilizagdo desta técnica tem crescido nas ultimas cinco décadas, envolvendo estudos de

determina¢do estrntural de novos compostos, analise da composi¢do de diversos biofluidos
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(urina, plasma sangiiineo, bilis, fluido seminal e fluido cerebrospinal), bebidas e alimentos
(Maraschin et al., 2001; Sachi, 2001), bem como de extratos de tecidos animais e vegetais,
visando a obten¢do de informagGes de aspectos metabodlicos (Schripsema et al., 1991). De
fato, os progressos alcangados no desenvolvimento de equipamentos de alta resolugdo e
programas de gerenciamento (soffwares) tém permitido a obtengdo de avangos
significativos nas areas de bioquimica animal e vegetal, como por exemplo a
caracterizagdo de produtos naturais em matrizes biologicas complexas, tais como extratos
vegetais crus (Wolfender ef al., 2001). As diversas abordagens experimentais da RMN e o
acoplamento direto desta técnica a cromatografia liquida e/ou espectrometria de massé,
tém-permitido a analise de pequenas quantidades de compostos puros com grande preciso,
em escalas de miligramas ou microgramas (Lacey ef al., 1999, Wolfender et al., 2001).

De forma mais especifica, o uso da RMN apresenta grande potencial para o estudo
de processos metabolicos em cultura de células de plantas e na deteccdo e monitorémento
de diferentes compostos. Como exemplo disto, estudos da variagdo do pH citoplasmatico e
vacuolar de células de raizes de milho tém sido realizados por *'P-RMN (Roberts ef al.,
1980), além da investigagio de reagdes de biossintese e interconversio de fenilpropanoides
<> fenilpropendides, em culturas de raizes de Amigozanthos preissii, utilizando-se
precursores isotopicos e BC-NMR (Schmitt e Schneider, 2001). Em outra abordagem, a
'H-RMN tem demonstrado sua viabilidade como método de quantificagio de carboidratos
intra e extra-celulares e de identificagdo de aminoacidos em extratos aquosos de células de
Catharanthus roseus e Tabernaemontana divaricata (Schripsema et al., 1991, Schripsema
e Verpoorte, 1991). De forma similar, anélises da cinética de metaboliza¢do de fontes de
carbono por 'H-RMN, em sistemas de cultivos celulares estaticos e em biorreatores (air-
lift) de Mandevilla velutina, tém sugerido a existéncia de diferencas significativas de taxas
de catabolismo entre os dois sistemas de cultivo (Araujo ef al., 2001). Esta abordagem ¢
de interesse em estudos de viabilidade técnica do sistema de cultivo celular (bioprocesso)
em larga escala (Akalezi et al., 1999), notadamente pelas vantagens metodoldgicas que a
RMN oferece.

O presente trabalho enfoca o estudo cinético do metabolismo de carbono em

culturas celulares estaticas de canela sassafras por 'H-RMN.
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2. MATERIAL E METODOS

Cultura de células em meio semi-sélido

Os cultivos celulares em meio semi-solido foram iniciados utilizando-se como
explantes de segmentos de limbo foliar (~ 50 mm?) de plantulas de O. odorifera cultivadas
“in vitro, conforme previamente descrito (Duarte da Silva ef al,, 2001). Amostras de 1,5 g
-de biomassa celular, oriundas de culturas estoques (Oltramari, 1998), foram inoculadas em
tubos de ensaio contendo 15 ml de meio de cultura WPM (Lloyd e McCown, 1980),
acrescido de Picloram (10 uM), Cinetina (1 pM), vitaminas de Morel (Morel ¢ Wetmore,
1951) e égér (0,6g%). Sacarose (Suc), glucose (Glc) e lactose (Lac) foram utilizadas
isoladamente na suplementagdo do meio de cultura, em concentragdo de 3g%. O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,8, previamente a autoclavagem. Os cultivos foram
mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz, a 27 + 2°C e 85% de umidade relativa

(UR), durante 30 dias.

Preparacg@o dos extratos de células para analise por 'H-RMN

Para efeito de analise de metaboliza¢do das fontes de carbono, amostras de 1,5 g de
célulaé (peso fresco) por tratamento foram coletadas em intervalos regulares (0, 5, 10, 15,
20, 25 e 30 dias apds a inoculagio), armazenadas a —20'C e liofilizadas. Os liofilizados
foram ressuspensos em 15 ml de agua destilada/deionizada para obten¢do do extrato
aquoso em homogeneizador Turrax. As amostras foram centrifugadas (5 Krpm/10 min),
coletando-se 5 ml do sobrenadante/tratamento para liofilizagdo. Imediatamente apos a
liofilizagdo, os frascos contendo as amostras foram selados e armazenados a —20'C para

posterior analise do contetido de carboidratos por "H-RMN.

Espectrometria de ressonancia magnética de hidrogénio (‘"H-RMN)

As amostras liofilizadas foram ressuspensas em 700 puL de D,O e centrifugadas,

coletando-se 550 pL de cada amostra para analise do conteudo dos carboidratos de
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interesse. Os espectros de 'H-RMN foram obtidos em equipamento Bruker WM300,
operando na freqiiéncia de ressohﬁncia de préton de 300 MHz, com os seguintes
pardmetros: J» = 0,6 ms, tempo de relaxagdo de 1s, pulso de irradiagio de 90°, 54
varreduras, tempo de aquisicdo de 0,6 s, temperatura de 28°C e acido trimetil-silil-
propidnico (3rse: 0,00) como padrdo interno. Os dados foram processados em estagdo de

trabalho Silicon Graphics (Aspect 2000 Data System).

Quantificacio de carboidratos

A quantificacdo dos carboidratos a partir dos espectros de (*H-RMN) foi
efetuada medindo-se a altura dos picos especificos (intensidade de sinal) para cada
composto, em relagdo ao valor de altura do pico do padrdo interno [acido trimetil-silil-
propidnico, 3 mg/10 ml - 8 = O ppm - Schripsema, 1991). Os sinais referenciais usados
para a detecgdo e quantificagdo dos carboidratos em estudos foram determinados a partir
dos espectros dos compostos padrdes (1 mg/ml D0, pH = 5,5), sendo 8u.p-giucose: 5,24 —
H1,; 8p.-glucose: 4,62 — H1; 8sacarose: 5,40; 8 D-gatactose: 4,44 — H3 e S1sp: 0,00 (padrao interno).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos espectros de "H-NMR dos extratos aquosos dos cultivos celulares de
O. odorifera suplementados com Suc (3g%) revelou a ocorréncia de sinais caracteristicos
de a-D-Glc e B-D-Glc, cuja intensidade aumentou segundo um modelo quadratico (=
0,87 € 0,95, respectivamente - software Origin 5.0) ao longo do periodo de cultivo. Além
disto, a existéncia de um equilibrio intracelular entre os anémeros a- e B-D-Gle foi
observada, com um predominio deste ultimo ao longo de todo o periodo experimental.
(Fig. 1). Em um espectro de 'H-RMN, a intensidade de um dado sinal é proporcional a
concentragdo do nuclideo envolvido. Tal aspecto permite a determinagdo direta da
concentragdo de um composto em amostras de células, tecidos e meios de cultura, uma vez

que o sinal referencial pode ser considerado como um marcador a nivel atdmico
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inequivoco do composto alvo. Tal abordagem tem permitido a comparagio direta da
concentra¢do de compostos totalmente distintos, bem como a detec¢io de metabolitos
secundarios vegetais de interesse farmacologico em matrizes biologicas complexas por 1D
'H-RMN (Schripsema e Verpoorte, 1991; Maraschin ef al., 2001, Wolfender et al., 2001).

A linhagem celular em estudo parece ndo absorver Suc, uma vez que nio foram
detectados sinais deste dissacarideo no meio intracelular, sugerindo sua metabolizagdo a
nivel extracelular e/ou apoplastico, possivelmente por via enzimatica, i.e. invertase, esse
fato pode estar relacionado com o menor custo energético da célula para metabolizar esse
dissacarideo. A metabolizagdo extracelular deste carboidrato tem sido relatada em diversas
espécies vegetais - batata e espinafre, e.g., em estudos de caracterizagdo de sistemas
transportadores de Suc a nivel de membrana plasmatica, utilizando sistemas
complementares - Saccharomyces cerevisae, e.g. (Riesmeir et al., 1992 e 1993; Kuhn et
al., 1999). Nesta levedura, dois sistemas de transporte de Suc, StSUT! e SoSUTI, tém sido
caracterizados em estudos utilizando '*C-Suc como marcador isotdpico. Os resultados
evidenciaram a dependéncia direta do fenomeno de transporte das condigdes de pH
fisiologico e a afinidade do sistema transportador - K,, de 1,5 mM e 1 mM de Suc para
SoSUTI e StSUTI, respectivamente. Adicionalmente, a presenga de maltose (K, de 5 mM
para SoSUTI e 10 mM para StSUTI) ou de protondforos (2,4-DNP, e.g.) € inibitoria do
transporte deste dissacarideo (Riesmeir et al., 1992 e 1993).

Estudos mais detalhados do processo de transporte de carboidratos usando
marcadores isotopicos tém subseqiientemente permitido a determinagio de propriedades
cinéticas, pH otimo, efeito de inibidores sensitivos e substratos especificos de varios
produtos dos genes SUT. Até o momento, todos os transportadores de sacarose de plantas
identificados sdo dependentes de energia e sensiveis a protonoforos, indicando que eles
funcionam como simporters de proton.

A sacarose pode especificamente controlar a expressdo de um grande namero de
genes (Lalonde ez al., 1999), como exemplos de genes regulados, o gene A7B2 relacioando
ao metabolismo de leucina em Arabidopsis e o promotor RolC em Agrobacterium
(Smeekens e Rook, 1997; Yokohama et al, 1997). No primeiro caso, tem sido
demonstrado que a suplementagles exogenos dé Suc em concentragdes superiores a 25

mM conduzem 4 repressdo da transcrigdo do gene A7B2 (Rook ef al., 1998). Em beterraba
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agucareira, elevadas concentracdes de agucar conduzem a repressio da atividade de
transporte da Suc, correlacionando com a redug@o na constante estdvel dos niveis de
mRNA de BvSUT! (Chiou e Bush, 1998). O X, do sistema transportador para a Suc tem
sido em alguns caos, em torno de 1mM (Reismeier et al., 1993; Lemoine et al., 1996).
Resultados similares foram obtidos em transportadores de sacarose SUCI e SUC2 de
Arabidopsis (Lalonde et al., 1999). A elevada concentragdo de SUC no meio de cultura em
estudo (= 20,5 mM), pode ter sido um fator inibidor da ag¢do do transportador nas culturas
de células em estudo, ja que esse dissacarideo ndo foi detectado no meio intracelular.

Analises posteriores de bibliotecas gendmicas e de cDNA heterdlogos, utilizando
os genes transportadores de Suc isolados de S. cerevisae como sondas, identificaram uma
série de genes de transporte em diversas espécies vegetais, como por exemplo: Le SUTI,
LeSUT2 e LeSUT4 - Lycopersicon esculentum, NtSUT1 e NtSUT3 - Nicotiana tabacum,
BvSUT1 -Beta vulgaris ¢ PmSUCI1 e PmSUC2 - Plantago major (Burkle et al., 1998,
Gahrtz et al., 1994, Kithn et al., 1999). Alguns destes transportadores apresentam padrdes
de expressdo e de regulagdo bastante especificos, dependentes do tecido (foliar, pdlen,
6vulo, cotilédones) e do estagio fenoldgico e da atividade de ATPase, por exemplo (Kihn
et al, 1999). Contudo, a maioria dos estudos neste contexto tem usado estruturas
diferenciadas como modelo experimental, sendo que abordagens semelhantes em sistemas
de culturas de células vegetais sio carentes. Este aspecto pode limitar, em alguma
extensdo, a realizacdo de andlises comparativas e a aplicabilidade de seus resultados,
principalmente considerando as diferencas de ambiente celular existentes entre os sistemas
ndo diferenciados (culturas celulares) em relag@o aos diferenciados (tecidos e 6rgios).

As células cultivadas em meio contendo Gle (3g%) como fonte tnica de carbono
aprésentaram uma maxima concentragdo endogena dos andomeros a- ¢ B-D-Gle aos 5 dias,
coincidindo com a fase exponencial de crescimento (Oltramari, 1998). Apos este periodo,
os valores de concentragio mantiveram-se estéveis até o final do periodo de cultivo (Fig.
2). De forma similar ao tratamento com Suc, o equilibrio entre a-D-Glc/B-D-Gle foi
observado nos cultivos, com predominio do andémero B-D-Glc. Resultados prévios
(Oltramari ef al., 2000) demonstraram que a concentragdo endogena de Glc aumentou
segundo um modelo linear (er = 0,82) para as culturas em meio controle (Suc, 3g%). Além

disso, as linhagens celulares cultivadas em presenga de Gle (3g%) mostraram uma cinética
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de metabolizagdo superior ao controle em duas ordens de magnitude e maxima
concentra¢do endogena aos 5 dias, confirmando os dados observados no presente estudo.
Considerando-se que o ‘isolamento dos explantes foliares de O. odorifera e a indugdo a
calogénese ocorreram diretamente em meio suplementado com Suc 3g% (Oltramari,
1998), além do fato de que os experimentos foram conduzidos com populagdes em sua
primeira geragédo de cultivo em meio contendo Gle (3g%) como fonte Ginica de carbono, os
resultados evidenciaram a rapida capacidade de adaptagio e metabolizagio deste
monossacarideo das culturas celulares de canela sassafras. Estes resultados s@o similares
aqueles obtidos por Schripsema (1991) em cultivos de células de Tabernaemontana
divaricata, onde foi observado por espectrometria de 'H-RMN a metabolizacdo
preferencialmente de Gle, comparativamente aos demais carboidratos, com reflexos sobre
a producdo de alcaldides indodlicos terpenoidicos de interesse farmacologico. Mais
recentemente, estudos do metabolismo de carbono em sistema de cultivo em dois estagios
de células de Mandevilla velutina por 'H-RMN revelaram a rapida capacidade de
metabolizacdo de Lac (3g% - meio de produgdo) de somaclones, quando subcultivados a
partir do meio de crescimento suplementado com Suc - 3g% (Araujo et al., 2001). Esta
estratégia de cultivo tem propiciado o aumento dos niveis de produgdo do triterpeno
pregninico velutinol 4 nos cultivos celulares daquela espécie, conforme observado
previamente (Maraschin, 1998; Araujo, 2001). Em abordagem semelhante, a analise
cinética da fermentagio etanolica foi realizada por espectrometria de "H-RMN, em cultivos
bacterianos e de leveduras, demonstrando a viabilidade de utilizagdo desta técnica
espectrométrica em estudos do metabolismo primario e secundario (Kim ef al., 1999).

A analise dos espectros de "H-RMN dos extratos aquosos celulares mostrou a ndo
ocorréncia de sinais caracteristicos de Lac, sugerindo a existéncia de metabolizagdo
extracelular deste dissacarideo, provavelmente por via enzimatica (B-galactosidase).
Resultados semelhantes foram obtidos com culturas de células de Mandevilla velutina, em
um sistema de cultivo em dois estagios, suplementando-se os meios de crescimento e
producdo com Suc (3g%) e Lac (3g%), respectivamente (Araujo et al., 2001).
Adicionalmente, ¢ inferida a existéncia de via(s) de absor¢do dos produtos de hidrolise
enzimatica da Lac, fato evidenciado pela detecgdo de sinais caracteristicos de Glc (o.-D-

Glc e B-D-Glc) e de D-Gal, em relagdo aos seus padrdes. Aumentos do conteudo
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intracelular de D-Gal foram observados na fase inicial de crescimento (5 dia de cultivo) e,
de forma similar ao observado para os cultivos em meio suplementado com Gle, este
resultado evidencia uma rapida adaptagio do metabolismo celular a suplementagdo do
meio de cuitura com Lac. Este fato € de interesse, em fungdo da absorgio ndo preferencial
deste dissacarideo pelas células vegetais, sendo, portanto, pouco utilizado em cultivos in
vitro. Os espectros de "H-RMN revelaram que a maxima concentragdo endogena de a-Gle,
B-Glc e D-Gal foi alcangada aos 15 dias apos o subcultivo (Fig. 3), coincidindo com a fase
exponencial de crescimento celular (Oltramari ez al., 2000; Oltramari ef al., 2001). Além
disto, os valores de concentra¢des de a-D-Glc e B-D-Glc apresentaram pequena variagido
ao longo do periodo de cultivo, situando-se um pouco acima dos valores basais (tzero)
observados. Estes dados sugerem que a concentragdo de Lac (3g%) no meio de cultura foi
suficiente para suprir as necessidades metabdlicas dos cultivos celulares ao longo do
periodo experimental.

A existéncia de um perfil cinético semelhante a metabolizagio de a-D-Glc e 3-D-
Glc foi observado nas culturas de células de O. odorifera. Células mantidas em presenga
de Gle (3%) como fonte tnica de carbono apresentaram concentragdes intracelulares de o-
e B-D-Glc superiores ao longo do periodo de cultura, comparativamente aos demais
tratamentos (Figs. 4 ¢ 5). Entretanto, ao término do experimento (30 dias de cultivo), as
concentragdes intracelulares de o- e B-D—Gk nos cultivos mantidos em meios
suplémentados com Glec (3g%) ou Suc (3g%) foram equivalentes. Os resultados
evidenciaram um perfil de metabolizagdo de Glc semelhante ao obtido em suspensdes
celulares de Tabernaemontana divaricata (Schripsema, 1991). Tal aspecto é de interesse,
visto que taxas metabolicas distintas sdo usualmente observadas em culturas de células em
meio semi-sdlido e em suspensdes celulares (Maraschin, 1998). Por outro lado, tomados
em conjunto, os dados corroboram a existéncia de um equilibrio intracelular de andmeros
de D-Glc, independentemente da fonte de carbono utilizada nos cultivos in vitro de canela
sassafras.

A anélise subsequente dos espectros de "H-RMN dos extratos aquosos dos cultivos
celulares suplementados com Glc e Lac, através de uma matriz de correlag@o dos sinais de
deslocamentos quimicos (software Statistica 4.24 — Figs. 6 ~ 8), revelou a ocorréncia de

pequenas variagdes qualitativas de produtos do metabolismo celular ao longo do periodo
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experimental (rgie = 0,99 e r1.c = 0,98 - p < 0,05). A similaridade dos perfis
espectroscopicos de "H-RMN observada para estes tratamentos evidencia a capacidade
adaptativa celular a metabolizagdo destes éarboidratos. e as condi¢hes osmoticas do meio
de cultura, no caso especifico da suplementagdo com Gle. No caso especifico do
tratamento com Lac, foram detectados sinais tipicos na regido de compostos fenolicos (& =
3,9 - 4,0) para as amostras coletadas no momento da inoculag@o (t,.), fato ndo observado
nas amostragens subsequentes. Este aspecto decorre, provavelmente, do efeito de estresse
celular causado pela escassez de nutrientes no meio de cultura utilizado na geragdo
anterior. ApOs este periodo, os dados indicaram que a composi¢do do meio intracelular ndo
sofreu alteragdes significativas para o tratamento em estudo. Por sua vez, a matriz de
correlagio dos espectros de 'H-RMN dos cultivos celulares suplementados com Suc
revelou a existéncia de varia¢gdes mais expressivas de composi¢do do meio intracelular (rsuc
= 0,86), notadamente para o periodo inicial de crescimento celular (t, — ts), em relagio ao
perfil cinético de metabolismo observado para os tratamentos com Glec e Lac. Estes dados
indicam a ocorréncia de perturbagdes mais acentuadas no metabolismo celular quando da
utilizagdo deste dissacarideo. Todavia, apés o quinto dia de cultivo, os valores de
deslocamentos quimicos dos espectros de 'H-RMN apresentaram um coeficiente de
correlagdo significativo (r = 0,99 - p < 0,05), sugerindo que o perfil de composi¢io
intracelular apresentou uma tendéncia de estabilizagdo. A detecgio de perfis de
composi¢do intracelular distintos em momentos imediatamente subsequentes ao subcultivo
provavelmente esta relacionada 2 adaptacdo do metabolismo celular as maiores
concentragdes de nutrientes do meio de cultura. Tal assertiva considera os efeitos da
exaustdo gradativa do meio de cultura sobre a composigéo intracelular ao longo do periodo
de cultivo.

A utilizagdo de matrizes de correlagdo de sinais de deslocamentos quimicos de 'H e
C tem permitido a andlise comparativa da composigdo de matrizes bioldgicas complexas,
tais como extratos celulares de linhagens transformadas geneticamente de tomateiros
(Noteborn e al., 2001) e de produtos biotecnoldgicos , i.e. vinhos e sucos de uva (Passos
et al., 2000; Maraschin et al., 2001). Além disto, esta abordagem experimental possibilita o

estabelecimento de padrdes de comportamento metabolico intra e extracelulares, os quais
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sao de interesse, por exemplo, no estudos do efeito de agentes estressantes do metabolismo

secundario vegetal (elicitores).
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Figura 1. Concentragdo relativa intracelular de D-Gle em culturas de células de canela sassafrds. em meio
de cultura WPM, suplementado com Picloram (10 pM) e Cin (1pM), contendo Sue (3%) como fonte unica
de carbono. Os valores de concentracdo intracelular relativa de o-D-Gle (3 = 5,24 H-1) ¢ B-D-Gle (6 = 4.62
H-1) foram calculados em relagdo a altura do sinal do padrio interno — TSP, 3= 0.00 — H1.
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Figura 2. Concentrac¢do relativa intracelular de Gle em culturas de células de canela sassafras. em meio de
cultura WPM, suplementado com Picloram (10 uM) e Cin (1uM). contendo Gle (3%) como fonte tinica de
carbono. Os valores de concentragdo relativa de a-D- Gle (3 = 5.24 H-1) ¢ B-D-Glc (5 = 4.62 H-1) foram
calculados em relagdo a altura do sinal do padrio interno — TSP. § = 0.00 — H1.

. ea-Glc = Gal b-Glc
5 009 e
=
E 0,8
s 07
£ 06 -
& 0,5
O
g 04
S 03
£ 02
O 01
0 g 3 T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Dias
a-Glc: y = 0,2568 - 0,0143x + 0,0058x* 0,0004x°+7E-06x*
r* = 0,7583
B-Glc: y = 0,5273 -0,0012x+ 0,0047x* - 0,0004x" +7E-06x"
r? = 0,6704
Gal: y =0,0208 + 0,1416x - 0,0044x* - 0,0002x>+6E-06x"
r’ = 0,9391

Figura 3. Concentragdo intracelular relativa de Gle ¢ Gal em culturas de células de canela sassafras. em
meio de cultura WPM. suplementado com Picloram (10 uM) e Cin (1uM), contendo Lac (3%). Os valores de
concentragdo relativa de a-Gle (3 = 5.24 H-1). B-Gle (3 = 4.62 H-1) ¢ D-Gal (8 = 4.44 H-1) foram
calculados em relagdo a altura do sinal do padrio interno — TSP. & = 0.00 — H1.
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Figura 4. Variagio da concentragio relativa intracelular de a-Gle em culturas de células de canela sassafras.
em meio de cultura acrescido de Suc (3%). Gle (3%) e Lac (3%). como fonte unica de carbono. durante 30
dias de cultura. O valor da concentrago relativa de a-D- Gle (6 = 5.24 H-1) foi calculado em relagdo a altura
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Figura 5. Variacdo da concentragio relativa intracelular de f-Gle em culturas de células de canela sassafras.
em meio de cultura acrescido de Suce (3%). Gle (3%) ¢ Lac (3%). como fonte tnica de carbono. durante 30
dias de cultura. O valor da concentragiio relativa de 3-D-Gle (8 = 4.62 H-1) foi calculado em relagio a altura
do sinal do padrio interno — TSP, & = 0.00 — HI.
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CAPITULO V

ANALISE DO CRESCIMENTO E DO METABOLISMO DE
CARBONO EM CULTIVOS CELULARES DE CANELA
SASSAFRAS (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer - Lauraceae)

Ana Carla Oltramari?, Ana Maria Viana®, Enio L. Pedrotti’, Marcelo Maraschin®

?Lab. Morfogénese e Bioquimica Vegetal - Centro de Ciéncias Agrarias/UFSC; *Centro de Ciéncias
Biolégicas/UFSC.

RESUMO - Culturas celulares em meio semi-solido de Ocotea odorifera, oriundas de
tecido foliar, foram inoculadas em meio de cultura CS; suplementado com sacarose,
glucose, frutose, amido ou lactose (3 g%). A identificagdo de linhagens com capacidade de
metabolizagdo dos carboidratos foi realizada através da avaliagdo visual diaria dos cultivos
e da analise do crescimento celular, determinando-se as curvas de dissimilagdo de carbono
dos somaclones. A selegdo de linhagens celulares de canela sassafras demonstrou a
existéncia de somaclones com potenciais de metaboliza¢do para os carboidratos em estudo.
As curvas de dissimilagdo de carbono das linhagens celulares apresentaram um padrao
linear e auséncia de fase estacionaria, independente da fonte de carbono utilizada na
suplementagéo do meio de cultura. Os maiores valores de perda de peso por dissimilagdo
foram obtidos para os cultivos em meios suplementados com glucose, amido e lactose,
sendo superiores ao controle (sacarose) em 1,6, 1,9 e 1,3 ordem de magnitude,
respectivamente. A dissimilagio de frutose foi inferior ao controle, porém a diferenga
observada ndo se mostrou estatisticamente significativa.

Palavras—-chave: Ocotea odorifera, safrol, cultura de células, canela sassafras, dissimilagdo
de carbono.

! Capitulo a ser submetido 2 Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal



1. INTRODUCAO

A canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell) Rohwer) é uma espécie lenhosa
pertencente a familia Lauraceae, de habito arboreo perene, atingindo 20 a 25 m de altura. A
exploragdo de biomassa de canela sassafras visando a obtengdo de 6leo essencial ocorreu
segundo um modelo extrativista, ao longo de aproximadamente 40 anos (1940 - 1980),
levando a espécie ao risco de extingdo. Na industrial, a biomassa de raizes, cascas e folhas
foi amplamente utilizada para a extragdo de 6leo essencial, o qual apresenta altos teores de
safrol, um composto alil-benzénico de grande importancia econdmica para as industrias
quimica e farmacéutica. A partir do safrol, dois derivados sdo obtidos: a heliotropina, que €
um fixador de aroma, e o butdéxido de piperonila, elemento utilizado na produgido de
inseticidas biodegradaveis (Embrapa, 1998).

Ao longo das ultimas décadas, uma série de estudos tém demonstrado a
possibilidade de obtencdo de metabolitos secundarios vegetais com aplicagdes nas
industrias farmacéutica, quimica, de cosméticos e alimentar, através do cultivo de células e
tecidos (Verpoorte e Maraschin, 2001). Esta abordagem mostra-se atrativa quando, por
exemplo, a produgido do composto por sintese ou semi-sintese quimica nio € viavel, ou é
tecnicamente problematica, ou ainda quando da necessidade de um longo periodo de
cultivo da espécie de interesse, tal como observado para Taxus brevifolia. Esta espécie tem
sido utilizada como fonte de biomassa para extragdo de Taxol® (Bristol-Myers Squibb),
um potente anti-tumoral de uso clinico corrente. No entanto, para a obtengido de 1 Kg de
Taxol®, aproximadamente 1000 Kg de cascas de 7. brevifolia, com 100 anos de idade ou
mais, sdo requeridos (Kieran et al, 1997). Assim, e de forma similar a canela sassafras, a
obtencdo de biomassa em quantidades adequadas ao processamento em escala industrial é
fator limitante do processo produtivo devido ao longo periodo de cultivo necessario. Nesses
casos, a produgdio dos compostos de interesse por via biotecnologica podera ser a
alternativa de escolha, desde que os cultivos celulares apresentem produtividade adequada

(Verpoorte et al., 1997).
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O cultivo de células vegetais como sistema produtor de metabolitos secundarios tem
mostrado sua viabilidade do ponto de vista tecnologico e, em alguns casos, também do
ponto de vista econdmico em escala comercial, como no caso da produgéo de chiconina,
berberina e ginsenosideos, a partir do cultivo de células de Lithospermum erythrorhizon,
Coptis japonica e Panax ginseng, respectivamente (Fujita, 1988). No entanto, a produgdo
biotecnolégica de compostos bioativos somente podera competir com 0S pProcessos
agricolas convencionais se os cultivos celulares apresentarem maior produtividade e a
qualidade do produto final for superior. A analise da produtividade dos cultivos celulares

- encontra-se relacionada, entre outros fatores, a taxa de produgdo de biomassa e de
biossintese do(s) metabolito(s) de interesse na unidade de tempo (Schlatmann, 1995).
Assim, a analise do incremento de biomassa celular ao longo do periodo de cultivo
constitui-se em aspecto basico na avaliagdo da produtividade dos sistemas in vifro. De
modo geral, os estudos neste contexto consideram a determinagdio das curvas de
crescimento dos cultivos celulares vegetais por diferentes métodos, os quais podem ser de
natureza destrutiva o que preservam o material amostral. Como exemplos do primeiro caso,
o padrio de crescimento celular in vitro pode ser obtido considerando-se as variaveis peso
fresco e/ou peso seco de células, volume de células sedimentadas e densidade celular (n°
células/ml de meio de cultura). No entanto, a ndo possibilidade de analises subsequentes do
mesmo material amostral se constitui em aspecto negativo destes métodos, pbdendo
contribuir para o aumento do erro experimental, notadamente em estudos de natureza
bioquimica. A superagio desta limitagio podera ser alcangada com a utilizagdo de
metodologias ndo destrutivas, tais como a determinagdo das curvas de dissimilagio de
carbono dos cultivos in vitro.

De outra forma, a biossintese in vitro de compostos bioativos de interesse é afetada
por fatores epigenéticos, como por exemplo a fonte de carbono utilizada no meio de cultura
(Schlatmann, 1995; Maraschin, 1998). Tal aspecto decorre do fato de que as células
cultivadas in vitro sdo usualmente heterotréficas quanto a capacidade de sintese de uma
série de compostos via fotossintese, em niveis adequados & manutengdo dos processos de
desenvolvimento. Por esta razéo, se faz necessaria a adicio de carboidratos ao meio de
cultura como fonte de carbono e energia (Maraschin e Verpoorte, 1999). As culturas

celulares, estaticas ou em suspensdo, tém sido mantidas usualmente em meio contendo
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sacarose ou glucose, em concentragdes que variam entre 2 a 5 g%. Contudo, diversas fontes
de carbono tém sido testadas quanto a sua habilidade em manter o crescimento de culturas
celulares vegetais e em estudos de otimizag?ad da sintese de metabolitos secundarios in vitro
(Schripsema, 1991; Schlatmann, 1995; Maraschin, 1998; Araujo, 2001). Esta ultima
abordagem esta associada ao fato de que alguns carboidratos utilizados podem atuar como
agentes estressantes do crescimento celular, levando a incrementos da biossintese e/ou
acimulo de compostos bioativos de interesse (Verpoorte, 1990; Maraschin, 1998). De
modo geral, é possivel observar na literatura uma grande amplitude de respostas de
crescimento e produgdo de metabolitos secundérios segundo a fonte, a estrutura, as
propriedades, o peso moleculér, a concentragdo e a eficiéncia do aparato enzimatico para a
metabolizac¢do e/ou absorgdo do carboidrato (Fowler e Stepan-Sarkissian, 1985; Schripsema
et al., 1991; Maraschin, 1988, Kim ez al., 1995).

Estudos de engenharia do metabolismo vegetal demonstram a existéncia, em
diversos casos, de uma relagio oposta entre crescimento celular e sintese de metabdlitos
secundarios (Zenk ef al., 1977, Mantell ¢ Smith, 1983; Oksman-Caldentey et al., 1994),
sugerindo a importancia da analise destas variaveis de forma concomitante. Em conexdo
com estudos de biossintese de safrol in vitro, o presente trabalho tem como objetivo
selecionar linhagens celulares de O. odorifera com capacidade de metabolizagdo de
glucose, frutose, amido e lactose e caracterizar a cinética de incremento de biomassa celular

nestes cultivos, através da determinagéo das curvas de dissimilagdo de carbono.
2. MATERIAL E METODOS

Cultivos celulares e fontes de carbono

Culturas celulares, oriundas de tecido foliar de O. odorifera, foram estabelecidas em
meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de picloram (10 uM), cinetina (1
uM), vitaminas de Morel (Morel e Wetmore, 1951), sacarose (3 g% - p/v) e agar (0,6 g% -
p/v), conforme previamente descrito (Oltramari, 1998 - Meio de cultura CS;). A partir
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destes cultivos, amostras de células (2,0 g — peso fresco) foram coletadas 30 dias apos a
repicagerh e inoculadas em placas de Petri (J médio dos agregados celulares = 5 mm)
contendo 20 mL de meio de cultura CS;, suplementado com distintas fontes de carbono (3
g% - p/v), a saber: Suc, Glc, Fru, Amd e Lac. O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8, previamente & autoclavagem, e os cultivos foram mantidos em sala de crescimento na
auséncia de luz, a 25 £ 2°C e 85% de umidade relativa, durante 30 dias. A identificagdo de
linhagens com capacidade de metabolizagdo dos carboidratos em estudo foi realizada

através de avaliagio visual diaria dos cultivos, seguida da analise do crescimento celular.
Andlise do crescimento celular

O crescimento das linhagens celulares foi avaliado através da determinagdo das
curvas de dissimilagdo de carbono, conforme descrito previamente (Schripsema, 1991).
Para cada tratamento (fonte de carbono) foram utilizadas 5 placas de Petri, contendo 20 mL |
de meio de cultura CS; e 2 g de biomassa celular/placa. Como controle, foram usadas 2
placas de Petri idénticas, contendo apenas o meio de cultura (20 mL - CS;). Imediatamente
apos a inoculagdo, as placas foram fechadas com as tampas de vidro, vedadas com
Parafilme® e pesadas em intervalos de 24 horas, em balanca KERN 430-21 (amplitude:
50g — precisdo: 1 mg). Para obtengdo das curvas de dissimilagdo de carbono, os dados de
perda de peso diaria dos cultivos foram analisados com o auxilio do programa Wegen,
desenvolvido na divisdo de Farmacognosia da Universidade de Leiden (Leiden, Holanda).
Ao final do periodo experimental, os dados de peso fresco (g) dos culttvos celulares foram
coletados em balanga KERN 430-21 (amplitude: 50g — precisdo: 1 mg) e correlacionados

aos valores de dissimilag@o total, utilizando-se o programa Statistica 4.3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecdo de linhagens celulares de canela sassafrds demonstrou a existéncia de
somaclones com potenciais de metabolizagdo dos carboidratos em estudo, em nivets

* distintos segundo a fonte de carbono utilizada no meio de cultura. O monitoramento das
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culturas celulares através de analise visual ndo indicou a existéncia de fenOmenos de
oxidagdo e/ou necrose, ao longo de 30 dias de cultivo. A capacidade de proliferagio celular
destas linhagens tem se mostrado estavel ao longo de um periodo de 18 meses, com um
numero de 20 subcultivos.

~ A incapacidade de um agucar suportar o crescimento das células geralmente esta
relacionada 4 auséncia de um aparato enzimatico necessario a sua metabolizagio, ou a sua
absorcio (Limberg et. al., 1979, Fowler e Stepan-Sarkissian, 1985). A selegéo clonal, a
partir de variantes habeis em metabolizar outras fontes de carbono que n3o a sacarose, tem
sido uma estratégia utilizada com sucesso em cultivos in vitro de Saccharum sp. para
galactose (Maretzki e Thom, 1978) e Glycine max cv. Mandarin para maltose (Limberg et
al., 1979). No primeiro caso, a habilidade em metabolizar galactose esta associada a
expressdo de UDP-galactose-4-epimerase nas populagdes adaptadas, enquanto as linhagens
selecionadas de soja apresentaram uma taxa maior de absor¢@o de maltose em relagdo ao
controle (sacarose).

Analises do crescimento in vitro de células vegetais através de curvas de
dissimilagdo permitem avaliar a relagdo entre consumo de agtcares (fontes de carbono) e o
crescimento celular, j4 que somente uma parte do aglcar disponibilizado as células ¢
convertido em biomassa, sendo o restante dissimilado para suprir os requerimentos
energéticos celulares. Os agucares sdo dissimilados pela célula no processo respiratorio,
havendo o consumo de O, e produgdo de CO, e H,O. Neste processo, uma quantidade
equimolar de O, € trocada por CO,, resultando em uma perda de peso do frasco de cultura
(Schripsema, 1991). Esta perda de peso dos cultivos celulares pode ser medida e, por
corregdo da perda de agua devido a evaporagdo, podé-se elaborar as curvas de dissimilag&o.
Este método caracteriza-se por ser ndo destrutivo, podendo ser aplicado para a avaliagdo do
crescimento de culturas celulares utilizando-se um unico frasco como material amostral
(Schripsema, 1991; Maraschin,1998, Maraschin e Verpoorte, 1999).

As curvas de dissimilagdo de carbono das linhagens celulares apresentaram um
padrédo de crescimento linear (Figura la-e), conforme demostrado pela analise de regressdo
(r* = 0,99), independente do carboidrato utilizado na suplementagio do meio de cultura.
Além disto, ao longo do periodo experimental, as linhagens celulares ndo alcangaram a fase

estacionaria de crescimento. Normalmente, a cinética de dissimilagdo de carbono nos
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cultivos celulares vegetais € caracterizada por um padrdo sigmoidal, com uma clara
defini¢do dos momentos de ocorréncia das fases inicial, exponencial e estacionéria de
crescimento, conforme observado em suspensdes celulares de Iabernaemontana
divaricata, Catharanthus roseus e Mandevilla velutina, em meios de cultura suplementados
com distintas fontes de carbono (Schripsema, 1991; Maraschin, 1998). Linhagens de
células de M. velutina em meio semi-solido (4gar 0,7 g%) apresentaram um comportamento
sigmoidal (r* = 0,99) de dissimilagio de sacarose, porém com duragdo das fases inicial (6
dias) e exponencial (24 dias) superior em relagio as suspensdes celulares, indicando que a
constitui¢do fisica do meio de cultura, ie. liquido ou semi-sélido, parece ser um fator
determinante da cinética de metabolizagdo de carbono (Maraschin, 1998; Araujo, 2001).
Além disto, os resultados evidenciaram um consumo energético por unidade de tempo
nitidamente inferior aquele encontrado em culturas em suspensdo (Maraschin, 1998). O
menor indice de crescimento relativo dos cultivos em meio semi-solido em relagdo as
suspensdes celulares caracteriza este sistema como sendo eficiente na manutengio de
germoplasmas in vitro (Withers, 1983), mas de menor interesse quando se objetiva a
produgdo de metabolitos secundarios. Tal afirmagdo encontra respaldo no fato de que,
como regra geral, o acimulo de metaboélitos se da mais intensamente ao término da fase
exponencial e/ou inicio da fase estacionaria (Verpoorte, 1990). De fato, menores valores de
transferéncia de massa em sistemas de cultivos celulares estaticos sdo esperados em relagdo
as suspensdes éelular’es, devido, por exemplo, ao efeito da viscosidade dos agentes
geleificantes (4gar ou Phytagel®, e.g) sobre aquela variavel. Em fungdo disto, a
metabolizagdo de carbono pelas culturas celulares de O. odorifera em meio semi-solido &
menor, conforme observado através da analise do conteido intracelular e extracelular de
sacarose, frutose e glucose por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ("H-RMN)
(Oltramari et al.; 2001). Estes resultados sugerem que a menor taxa de metabolizagdo de
carbono nos cultivos celulares estaticos de canela sassafras pode explicar, de certa forma, a
nao ocorréncia da fase estacionaria, uma vez que o meio de cultura provavelmente nio se
encontra exaurido da fonte de carbono, apos 30 dias da inoculagdo. De forma contraria,
uma rapida metabolizagdo de glucose foi observada em cultivos celulares de M. velutina em
meio liquido (biorreatores e frascos), com total deplecdo ao 15" dia apés a inoculagio

(Araujo et al., 2001). A selegdo de linhagens com menores taxas de crescimento, devido ao
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maior custo energético para absor¢do de carboidratos do meio de cultura, pode ser
interessante quando se objetiva a sintese de compostos, visto que muitos metabolitos
secundarios sdo produzidos sob situagSes de estresse da planta e/ou dos cultivos in vifro
(Maraschin, 1998).

Os valores de perda de peso total por dissimilagdo das linhagens celulares (Figura 2)
indicam a existéncia de comportamentos distintos de metabolizag¢@o das fontes de carbono.
Para efeitos de analise comparativa, os cultivos celulares em meio de cultura suplementado
com sacarose foram utilizados como controle (festemunha relativa). A sacarose tem sido a
fonte de carbono mais utilizada nas culturas de células e tecidos vegetais, provavelmente
devido a sua maior capacidade de sustentagdo do crescimento celular em relagdo aos
demais carboidratos. Uma abordagem concernente as suas propriedades estruturais especula
o fato de que sua utilizagdo preferencial no metabolismo se deve a sua caracteristica ndo
redutora, especialmente em analises comparativas tendo a maltose como referencial redutor
(Fowler e Stepan-Sarkissian, 1985). Os resultados obtidos com este dissacarideo devem ser
analisados de forma critica, uma vez que sua maior metabolizagio in vitro esta relacionada
aos seus produtos de hidrélise (a-D-Glc e B-D-Fru), quando da autoclavagem dos meios
de cultura (Stepan-Sarkissian e Fowler, 1986, Maraschin e Verpoorte - dados ndo
publicados).

As linhagens celulares cultivadas em meios suplementados com Gle, Amd e Lac
apresentaram valores de perda de peso por dissimilagdo significativamente (p<0,05; f-
student) superiores ao controle (Suc) em 1,6, 1,9 e 1,3 ordem de magnitude,
respectivamente. De outra forma, uma menor perda de perda de peso por dissimilagdo de
Fru foi observada em linhagens selecionadas para aquela fonte de carbono, ainda que esta
diferenga em relag@o aos cultivos em Suc ndo tenha sido estatisticamente significativa.

Os dados de dissimilagdo de Glc dos cultivos celulares de canela sassafras
corroboram os resultados de estudos de metabolizagio deste monossacarideo por "H-RMN,
os quais demonstraram a existéncia de um perfil diferenciado nas linhagens celulares em
relagdo ao controle (Suc). A analise dos espectros de 'H-RMN das linhagens celulares
revelou uma cinética de metabolizagdo de Glc superior ao controle em duas ordens de
magnitude e maxima concentragdo endogena aos 5 dias de cultivo (Oltramari et al, 2000).

Adicionalmente, um perfil de metabolizagdo de Glc semelhante ao de suspensdes celulares
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de Tabernaemontana divaricata foi observado(Schripsema, 1991). No entanto, linhagens
celulares de M. velutina apresentaram uma taxa média de dissimilagdo de Gle de 30,9% em
relacdo ao controle (Suc — 3 g%). De forma similar, Schripsema (1991) obteve 50,2% do
crescimento celular em culturas de Tabernaemontana divaricata mantidas em meio com
6% de Glc, em relag@o aos cultivos suplementados com Suc (3 g%), enquanto redugdes
significativas no acumulo de biomassa em culturas de raizes transformadas de Hyoscyamus
muticus strain foram relatadas por Oksman-Caldentey et al. (1994), em meio liquido
contendo glucose em concentragBes de 0,5% a 6%. A glucose é, em geral, mais .
rapidamente metabolizada que outras fontes de carbono, podendo tornar-se um fator
limitante de crescimento (Mantell e Smith, 1983 e Stepan-Sarkissian e Fowler, 1986). A
analise conjunta destes dados refor¢a a necessidade de estudos especificos no que se refere
a capacidade de metabolizacdo de carboidratos dos cultivos celulares e dos efeitos das
fontes de carbono sobre o crescimento celular e a sintese/acimulo de metabdlitos
secundarios de interesse.

Os maiores valores de perda de peso por dissimilagdo das linhagens de células
cultivadas em meio de cultura suplementado com Amd podem estar relacionados ao alto
custo energético destinado a metabolizagdo deste polissacarideo a nivel extracelular. A
hidrélise de Amd em culturas de células e tecidos vegetais tem sido investigada em
diversos trabalhos e os resultados demonstram que as a-amilases sdo as principais enzimas
responsaveis pela degradagdo deste polimero (Wink, 1994). Como exemplo disto, analises
de zimogramas de culturas celulares de Mandevilla velutina demonstraram a capacidade de
metaboliza¢do extracelular de Amd (3 g%), ainda que um menor acimulo de biomassa
tenha sido observado em rela¢do ao meio utilizado como controle (Suc — 3 g%), sugerindo
que a degradagdo enzimatica de Amd, e/ou a absor¢dio de seus produtos de hidrolise
(glucose, maltose e oligos), possam ser fatores limitantes do crescimento celular, uma vez
que o meio de cultura ndo foi totalmente exaurido da fonte de carbono ao término dos.
experimentos (Araujo, 2001). Os solutos podem adentrar ao citoplasma através dos
processos de difusdo ou transporte ativo. Assim, a internalizagdo celular dos agucares
adicionados ao meio de cultura sera dependente da concentragio destes, considerando o
balan¢o osmotico entre a célula e o meio de cultura, e da atividade de enzimas que atuam

no processo de hidrélise (invertase, amilases, por exemplo) e transporte (permeases, por
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exemplo) destes compostos (Moore, 1995; Kotyk, 1997). Tendo-se como referencial os
dados de peso fresco dos cultivos de células de canela sassafras (Figura 3), uma maior
habilidade de metabolizagdo deste polissacarideo em relagdo as culturas celulares de M.
velutina (Araujo, 2001) foi observada. Analises da ocorréncia de Amd no meio de cultura
indicaram que as linhagens celulares nfio consumiram toda a fonte de carbono, apds 30 dias
de cultivo (dados n3o mostrados), sugerindo que a concentragdo utilizada (3 g%) mostrou-
se adequada para suprir os requerimentos do metabolismo celular. Além disto, as linhagens
celulares mostraram-se hiperhidricas e a ocorréncia de distarbios celulares oriundos da
diferenga de osmolaridade do meio de cultura ndio foram observados em relagéo ao meio
controle.

Os dados de dissimilagio total dos cultivos suplementados com Lac sugerem uma
rapida resposta adaptativa do metabolismo celular a este dissacarideo, ja que este tipo de
acucar ndo é preferencialmente absorvido por células vegetais - menor taxa de assimilagdo
em relagdo a sacarose, sendo pouco utilizado em cultivos in vifro. De forma similar ao
observado para as linhagens celulares controle (Suc), os somaclones de O. odorifera
parecem metabolizar Lac a nivel extracelular, conforme previamente observado em estudos
destes cultivos por "H-RMN. Anélises dos espectros de 'H-RMN indicaram a existéncia de
metabolizagdo extracelular deste dissacarideo, provavelmente por via enzimatica (f-
galactosidase), devido a ocorréncia de sinais caracteristicos de a-D-Glc e B-D-Glc, (8 «.p-
gucose: 3.24 — H1, & pp-giucose: 4.62 - H1) e de D-Gal (8 p.gatactose: 4.44 — H3; S1sp: 0.00 -
. padrdo interno) no meio de cultura (Oltramari ef al., 2001). De outra forma, sinais relativos
a Lac nio foram identificados nos espectros de "H-RMN dos extratos aquosos celulares,
indicando a nd@o existéncia de mecanismos ativos de absorgdo e transporte deste
dissacarideo, ao longo do periodo experimental. Analises subsequentes da cinética de
metabolizagio e transporte dos produtos de hidrélise da Lac reforgaram a hipotese de
ocorréncia de metabolizagdo extracelular (Oltramari ez al., 2‘001). Resultados similares de
metabolizagdo de Lac foram observados em linhagens celulares de Mandevilla velutina,
porém, neste caso, as linhagens celulares apresentaram-se hiperhidricas, fato ndo observado
nos cultivos de canela sassafras (Araujo, 2001).

As linhagens celulares apresentaram uma capacidade de dissimilagdo de Fru

semelhante aquela observada para a Suc, entretanto o acimulo de biomassa com base no
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peso fresco foi 23% superior ao controle (Figura 3). A frutose tem demonstrado capacidade
de suportar o crescimento celular de diversas espécies tais como Morinda citrifolia (Zenk et
al., 1975), Pinus taeda (Vuke e Mott, 1987) e 4juga pyramidalis (Madhavi et al., 1996),
contrariamente ao observado com Catharanthus roseus (Smith et al., 1987) e Cephalotaxus
harringtonia (Westgate et al., 1991). A utilizagdo deste monossacarideo na concentracdo de
5 g% ou superior, teve efeitos negativos sobre o crescimento celular em culturas de Panax
ginseng. A redugdo da concentragdo para 3 g% permitiu a obtengdo de incrementos de
biomassa celular semelhantes ao controle - Suc — 3 g% (Wu e Ho, 1999). Em outra
abordagem, estudos de selecdo de linhagens de M. velutina revelaram a existéncia de
somaclones com taxas de dissimilagio de Fru diferindo em 1,4 ordem de magnitude,
evidenciando as diferengas de potencial de metabolizagdo desta cetose entre as populagdes
celulares (Araujo, 2001).

A andlise de correlag@o para peso fresco e dissimilagdo de carbono das culturas
celulares apresentou um coeficiente linear (r) médio de 0,69 (p < 0,05) (Figura 4).
Assumindo-se como limite minimo de significincia um valor de r > 0,75, observa-se que a
inter-relagdo das variaveis em estudo néo € significativa. Por outro lado, culturas de células
em suspensdo de Mandevilla velutina apresentaram um coeficiente de correlagdo linear
significativo (r = 0,84) para as variaveis em estudo (Maraschin, 1998). Estes dados sugerem
que o método de correlagdo € uma abordagem de estudo que requer a analise especifica de
dados, sendo a interpretacio e a aplicabilidade dos resultados restrita ao modelo
experimental. Assim, a ocorréncia de fatores de variagdo (espécies e sistema de cuitivo, por
exemplo) podera ser uma fonte significativa de erro em analises comparativas de sistemas
de cultivo celulares in vitro, comprometendo a fidedignidade dos resultados.

A existéncia de uma discrepdncia de 31% entre os métodos de avaliagdo do
crescimento celular nos cultivos estaticos de canela sassafras pode ser devido ao efeito da
hidratagdo celular, a qual € muitas vezes fonte de significativa de variagdo e erro em
analises que consideram o peso fresco como referéncia, o que faz necessario comparar os
resultados com outras estratégias de avaliagdo. Por outro lado, a determinagdo das curvas
de dissimilagdo pode apresentar como fonte de erro na avaliagdo do crescimento das
culturas celulares o tipo de tampa do frasco da cultura. A ndo oclusdo do frasco de cultivo

permite a ocorréncia de trocas gasosas, levando a alterago da composi¢do quimica da
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atmosfera interna e a variagdo da massa do sistema de cultivo. Este fato ¢ fonte significativa
de erro, comprometendo a viabilidade experimental do método, porém ¢é facilmente
detectado durante a analise dos dados de perda de peso por dissimilagdo da(s) fonte(s) de

carbono.
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Figura 2 — Perda de peso total por dissimilagdo de células de O. odorifera, cultivadas em
meio de cultura semi-solido, acrescido de distintas fontes de carbono: sacarose (Suc),
glucose (Gle), frutose (Fru), amido (Amd) ou lactose (Lac) (3 g%). Barras seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste LSD (p < 0,05).
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Figura 3 — Biomassa de células de O. odorifera, cultivadas em meio de cultura semi-solido
suplementado com sacarose (Suc), glucose (Glc), frutose (Fru), amido (Amd) ou lactose
(Lac) (3 g%), apos 30 dias em meio de cultura, tendo uma biomassa inicial de 2,0 g de
células. Barras seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste LSD (p < 0,05).
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Peso fresco x dissimilagdo de carbono

dissimilagdo de carbono = -0.2729 + (0.23400 * peso fresco
r=10.69856
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Figura 4 — Analise de correlagao da perda de peso por dissimilagdo (mg) e peso fresco (g)
de culturas de células de O. odorifera, em meio de cultura CS; suplementado com sacarose
(3 g%) como fonte unica de carbono.



CAPITULO VI

ANALISE DO CRESCIMENTO DE CULTURAS
CELULARES ESTATICAS DE Ocoftea odorifera EM MEIO DE
CULTURA SUPLEMENTADO COM ANA e 6-BAP'

Ana Carla Oltramari, Ana Maria Viana®, Enio L. Pedrotti®, Marcelo Maraschin®

’Lab. Morfogénese e Bioquimica Vegetal - Centro de Ciéncias Agrdrias/UFSC; *Centro de Ciéncias
Biologicas/UFSC.

RESUMO - Culturas celulares em meio semi-solido de Ocotea odorifera, oriundas de
tecido foliar, foram inoculadas em meio de cultura MS acrescido de acido naftalenoacético
(ANA - 0,0; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 uM) e 6-benzilaminopurina (BAP - 0,0; 0,5 ¢ 1,0 uM). A
taxa de crescimento das culturas foi avaliada pela determinagio do peso fresco e seco ¢ das
curvas de dissimilagdo de carbono. O peso fresco dos cultivos celulares apresentou um
perfil de incremento segundo um modelo sigmoidal, enquanto o peso seco seguiu um
modelo quadrético para todos os tratamentos, exceto para culturas celulares mantidas em
melo acrescido da combinag@o de 5 uM de ANA e 0,5 uM de BAP, onde observou-se um
modelo sigmoidal. As curvas de dissimilag@io revelaram distintos perfis de incremento de
biomassa (modelos sigmoidal, quadratico e linear), dependendo da composi¢io do meio de
cultura. Os maiores valores de perda de peso por dissimilagdo foram obtidos para os
cultivos em meios suplementados isoladamente com BAP (0,5 uM) e ANA (1 uM e 5 uM).
O maior incremento de peso fresco (2,79 g) e peso seco (112,75 mg) foi observado em
meio de cultura acrescido de 0,5 uM de ANA, indicando uma correlagiio positiva entre os
métodos utilizados para analise do crescimento.

Palavras—chave: Ocotea odorifera, cultura de células, canela sassafras, dissimilagio de
carbono, analise de crescimento.

! Capitulo a ser submetido a Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal
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1. INTRODUCAO

Canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer) - Lauraceae.) é uma espécie
lenhosa nativa do Brasil sob risco de extin¢do. No Estado de Santa Catarina, sua ocorréncia
¢ maior no ecossistema da Floresta Ombrofila Densa [Floresta Atlantica], especialmente no
Vale do Rio Itajai, sendo menos freqiiente na Floresta Ombrofila Mista [Floresta de
Araucaria]. Muitas outras Lauraceae ocorrem na Floresta Atlantica, incluindo Nectandra
lanceolata, Ocotea catharinensis, O. porosa e O. puberula. Algumas espécies do género
Ocotea produzem significativas quantidades de Oleos essenciais, que sdo utilizados nas
industrias de perfumes e cosméticos (Sakita e Yatagai, 1992). Segundo Lordello (1996),
distintas classes de metabolitos secundarios sdo encontradas nesse género, tais como:
alcaloides, flavondides, esterdides, ligndides, cumarinas, monoterpenos e sesquiterpenos.

A O. odorifera teve grande importincia econdmica no estado de Santa Catarina
durante muitas décadas, devido a exploragdo de sua biomassa lignoceluldsica para a
extracdo de Oleo essencial contendo elevados teores de safrol. A partir deste
fenilpropandide, sdo obtidos a heliotropina, um fixador de aroma, e o butéxido de
piperonila, utilizado na produgdo de inseticidas biodegradaveis. Além disso, o safrol
também € utilizado na sintese de compostos ativos na cascata da via de sintese do acido
araquidénico com atividades antinflamatérias, analgésicas e antitromboticas (Barreiro e
Fraga, 1999).

A grande maioria dos Oleos essenciais volateis € constituida de derivados de
fenilpropandides e terpenoides. A produc@o de metabolitos secundarios pertencentes a estas
classes, via cultura de tecidos e células vegetais, tem se concentrado em compostos
bioativos de interesse farmacéutico, os quais possuem elevado custo, baixas quantidades de
produgdo em .cultivos convencionais e grande demanda. O aumento da demanda de
compostos de oOleos essenciais tem resultado em numerosos estudos de culturas de células
de plantas, como por exemplo os monoterpendides limoneno (Reil e Berger, 1996) a-
pineno, geraniol, nerol, citronelol‘ (Berger et al., 1990) e mentol (Chang ef al., 1998; Chang
etal., 1999). '
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A indugdo e a otimizagdo da produgdo de metabdlitos secundarios em culturas de
células vegetais utiliza estratégias como a manipulagdo epigenética e a engenharia do
‘metabolismo celular. A manipulagdo epigenética considera a identificagdo de linhagens
celulares com potencial produtivo, a otimizagdo do meio de cultura (fontés de carbono,
reguladores de crescimento e nutrientes, por exemplo) e dos fatores ambientais
(fotoperiodo, temperatura, composi¢do atmosférica), a elicitacéo e a adigdo de precursores
ou inibidores da via biossintética de interesse (Maraschin e Verpoorte, 1999). O actimulo
de metabdlitos secundérios € resultado de um equilibriov dindmico entre a formagdo,
transporte, armazenamento, modificacdo e degradacdo (Jaziri et al., 1996).

Compostos que suplementam o meio de cultura, principalmente os reguladores de
crescimento da classe das auxinas e citocininas, exercem influéncias sobre a taxa mitética,
o crescimento e a diferenciacdio celular. Estes compostos atuam conjunta e
sequencialmente, estimulando o processo mitotico com intensidades que sdo peculiares a
espécie e/ou a linhagem celular. Da mesma forma, tais considera¢Ges se aplicam a agdo
destes compostos sobre o metabolismo secundario vegetal (George e Sherrington, 1984).

Diversos estudos tém revelado o papel da aplicagdo exdgena de auxinas e
citocininas. Em cultura de células em suspensido de Vaccinium pahalae, a substituigdo de
Cinetina por de BA (6-benziladenina - 20 uM), resultou em um aumento de trés ordens de
magnitude na quantidade de antocininas produzidas e uma rapida acumula¢do desse
metabolito durante o ciclo de cultura. Além disto, a suplementagio do meio de cultura com
BA induziu de forma concomitante o incremento de biomassa € o0 aumento da
produtividade de antocianinas, contrariando alguns resultados observados em diversos
sistemas de cultivo celular (Fang ef al., 1998). Com a finalidade de avaliar o acimulo de
biomassa e a produg@o de cucurbitacina, cultura de células de Ecballium elaterium foram
mantidas em meio de cultura acrescido de combinagdes de auxinas e citocininas. A melhor
combina¢do para a proliferagio celular consistiu-se de 5 mg/l ANA e 5 mg/l BAP.
Contudo, para a produgdo de cucurbitacina, o melhor resultado foi obtido quando da
suplementac@o do meio de cultura com 5 mg/l de ANA (Attard, 2001). Explantes de folhas
de Duboisia myoporoides foram expostos a 65 diferentes combina¢des de
citocininas/auxinas, tendo sido detectada a presenga dos alcaldides hiosciamina e

escopolamina em cultivos celulares em meio de cultura contendo 10 uM de BA e 1 uM de
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ANA, onze semanas apos a inoculagdo (Khanam et al., 2000). De forma semelhante, a
produgdo do triterpeno acido ursolico foi obtida em culturas de células em suspensdes de
Salvia officinalis, quando cultivadas em meio de cultura MS, suplementado com 10.47 pM
de ANA e 4.5 uM de BA (Bolta er al., 2000). Por sua vez, elevadas concentragbes de
ginsenosideo foram encontradas em culturas celulares de raizes de Panax ginseng, em meio
de cultura semi-solido MS suplementado com 10,74 mM de ANA, apods cinco semanas de
cultivo (Bonfill ef al., 2002).

O incremento de biomassa celular vegetal nos cultivos in vitro pode ser avaliado por
distintos métodos, tais como: peso fresco, peso seco, curvas de dissimilagdo, densidade
celular e volume de células sedimentadas (Schripsema, 1991). Entre os parimetros
quantitativos utilizados na caracterizagdo do crescimento celular, o peso seco tem sido o
mais utilizado devido a sua precisfo. Entretanto, este método utiliza altas temperaturas
(estufas) ou baixas temperaturas (liofilizagdo) para a desidrata¢do celular, resultando na
destruigdo da(s) amostra(s). Em fun¢do da exposto, métodos ndo destrutivos como a
obtencdo das curvas de dissimilagdo de carbono tém sido utilizados para a determinagio do
crescimento celular de diversas culturas de células de vegetais (Schripsema, 1991,
Schripsema e Verpoorte, 1992; Maraschin, 1998).

Em conexdo com estudos de biossintese de safrol in vitro, o presente trabalho tem
como objetivo. caracterizar a cinética de incremento de biomassa celular de O. odorifera,
em meio de cultura suplementado com distintas combinacdes de 4cido naftalenoacético e 6-
benzilaminopurina, através da determinagdo das curvas de dissimilagdo de carbono, de peso

fresco e peso seco.

2. MATERIAL E METODOS

Cultura de células em meio semi-sdlido

Culturas celulares oriundas de tecido foliar de O. odorifera foram estabelecidas em

meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de picloram (10 uM), cinetina (1
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uM), vitaminas de Morel (Morel e Wetmore, 1951), sacarose (3g% - p/v) como fonte tGnica
de carbono e agar (0,6 g% - p/v), conforme previamente descrito para o meio de cultura
CS1 (Oltramari, 1998).

Amostras de culturas de células (& ~ 50 mm) foram coletadas 30 dias apoés a
repicagem e inoculadas em 30 ml de meio de cultura MS, acrescido de &cido
naftalenoacético (ANA - 0,0; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 uM) em combinagdo com 6-
benzilaminopurina (BAP - 0,0; 0,5 e 1,0 uM). O meio de cultura foi suplementado com
sacarose (3 g%), vitaminas MS e agar (0,6g%). O pH do meio de cultura foi ajustado
previamente a autoclavagem em 5,8 e os cultivos celulares foram mantidos em sala de
crescimento na auséncia de luz, 4 27 + 2°C e 85% de umidade relativa, durante um periodo

de 30 dias.

Analise do crescimento celular

O crescimento das culturas celulares foi avaliado pela obtencgdo dos valores de peso
fresco (g) e seco (mg) e através da determinagdo das curvas de dissimilagdo de carbono,

conforme descrito a seguir:

a) Andilise do crescimento em fungdo do peso fresco e seco

Para a andlise da cinética de crescimento através da determinagdo dos valores de
peso seco € peso fresco das culturas celulares foram utilizadas 12 placas de
Petri/tratamento, contendo 20 ml de meio de cultura e 2 agregados celulares (1,0 g/placa).
Em intervalos de 5 dias, coletou-se a biomassa celular de 2 placas de Petri/tratamento e
determinou-se o valor do peso fresco e peso seco em balanga KERN 430-21 (amplitude: 50
g ~ precisdo: 1 mg). Para a obtengio do peso seco, as amostras foram transferidas para
estufa e fnantidas a 70°C por um periodo de 48 horas.

O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado (DCC),
com quinze tratamentos e duas repetigdes. Os dados foram submetidos a analise da

variancia e teste SNK (p< 0,05).
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b) Obtengdo das curvas de dissimilagdo de carbono

A capacidade de sustentagio do crescimento celular dos meios de cultura,
suplementados com as combina¢des de reguladores de crescimento (tratamentos) acima
descritas, foi analisada através da determinagdo das curvas de dissimilagio de carbono
(Schripsema, 1991). Para cada tratamento, foram utilizadas 4 placas de Petri, contendo 20
ml de meio de cultura/placa, onde foram inoculados 2,0 g de biomassa celular/placa. Para
efeitos de controle da evaporagdo e da difusdo de CO,, foram usadas 2 placas idénticas,
contendo apenas o meio de cultura (20 ml), totalizando 96 placas. Imediatamente apos a
inoculacdo, as placas foram vedadas com parafilme e pesadas em intervalos de 24 horas em
balanga KERN 430-21 (amplitude: 50g — precisdo: 1 mg), por um periodo de 30 dias.

A analise dos dados de perda de peso por dissimilagdo e a obtengido das curvas de
dissimilagdo de carbono utilizou o programa Wegen, desenvolvido na divisdo de
Farmacognosia da Universidade de Leiden (Leiden, Holanda). Os dados de dissimilagdo
total dos cultivos celulares foram determinados calculando-se o valor da integral da area de

cada curva de dissimilag8o com o auxilio do programa Origin v. 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

a) Andlise do crescimento em fungdo do peso fresco e seco

A analise de incremento do peso fresco celular revelou a existéncia de um perfil
sigmoidal para todos os cultivos, independente do tratamento, com um coeficiente de
determinagdo médio de r* > 0,93. Resultados semelhantes foram obtidos em culturas de
celulas estaticas e em suspensdo de Mandevilla velutina e Tabernaemontana divaricata
(Araujo, 2001, Maraschin, 1998; Schripsema, 1991). Em todos os tratamentos os cultivos
celulares ndo atingiram a fase estacionaria de crescimento, havendo diferengas
significativas no que concerne a duragfio das fases inicial e exponencial, segundo a
combinagdo de reguladores de crescimento utilizada na suplementagio do meio de cultura

(Tabela 1). A fase inicial de crescimento normalmente caracteriza-se como um periodo de
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adaptagdo celular as condigdes impostas pelo meio de cultura. Desta forma, a curta duragio
da fase inicial de crescimento pode ser um indicativo de uma répida adaptagé@o celular ao
meio de cultura.

A metodologia adotada, no que se refere ao intervalo de coleta das amostras, ndo
permitiu discriminar o tempo do inicio da fase estacionaria da curva de crescimento celular,
uma vez que foram realizadas coletas somente durante o periodo de trinta dias. Este fato €
de importincia quando se considera que as maiores concentragdes de metabolitos tém sido
encontradas, usualmente, ao final da fase exponencial de crescimento e/ou inicio da fase
estacionaria (Maraschin, 1998). A caracteriza¢do das fases de crescimento em culturas
celulares € de importancia, uma vez que um menor tempo de dura¢do de cada fase pode
resultar em uma economia, por exemplo, de tempo e de gastos laboratoriais (mio-de-obra,
reagentes e energia) (Araujo, 2001). O conhecimento do tempo de duragdo de cada fase €
um pressuposto basico para a aplicagio de estratégias que visem o incremento de
metabolitos secundarios, como por exemplo um sistema de cultivo em dois estagios, sendo
inicialmente favorecido o maximo acimulo de biomassa, seguido pela transferéncia das
células para o meio de produgdo que favorega a biossintese do(s) composto(s) de interesse
(Schlatmann, 1995).

A analise de regressdo da varidvel peso seco apresentou um modelo quadratico =
0,92) ao longo do periodo de cultivo para todos os tratamentos realizados,‘ exceto para
culturas celulares mantidas em meto de cultura suplementado com 5 uM de ANA ¢ 0,5 uM
de BAP, o qual apfesentou um modelo signoidal de crescimento (Tabela 1). A
determinag@o do peso seco tem sido um dos métodos mais utilizados para a quantifica¢do
do crescimento celular in vitro, pois € considerado mais preciso em relagio ao peso fresco.
Tal fato pode ser observado quando os cultivos celulares apresentam-se hiperhidricos em
decorréncia, por exemplo da agdo de fatores ambientais (UR, temperatura ou fotoperiédo,
por exemplo), ou ainda de constituintes do meio de cultura (fonte de carbono ou nitrogénio,
por exemplo). '

A analise de varidncia dos dados de peso fresco e peso seco das culturas celulares
revelou a existéncia de diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos de

reguladores de crescimento em estudo, apos 25 e 30 dias de cultivo. Todavia, em momentos
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anteriores a este periodo, os dados n@o diferiram estatisticamente (p < 0,05), conforme
demonstrado na Tabela 2.

O maior incremento de peso fresco (2,72 g) e peso seco (122,75 mg) foi observado
em meio de cultura acrescido de 0,5 uM de ANA, apos 30 duas de cultivo. Entretanto, o
valor de peso seco ndo difere estatisticamente, segundo o teste SNK (p< 0,05), daqueles
observados para os cultivos celulares em meio de cultura acrescido de 0,5 uM de BAP
(115,80 mg) (Tabela 2). Esse comportamento nem sempre € observado in vifro, onde em
alguns casos o incremento de biomassa com base em peso fresco ndo correlaciona-se
diretamente ao peso seco, devido aos efeitos da hidratag@o celular sobre a primeira variavel.
Além disto, em diversos estudos do metabolismo vegetal, tem sido observado que a
maxima taxa de acimulo de biomassa celular é, muitas vezes, antagdnica ao maior nivel de
sintese/liberagdo de compostos do metabolismo secundario de interesse nas culturas in vitro
(Maraschin e Verpoorte, 1999). Em alguns casos, todavia, ha uma relagio positiva entre o
crescimento e sintese de metabdlitos, como observado para Morinda elliptica, onde a
melhor condig¢do para a produc@o de biomassa e de antraquinonas foi encontrada quando as
células foram cultivadas em meio de cultura MS, suplementado com 0,5 mg/l de ANA e
0,5mg/1 de cinetina (Abdullah e al., 1988). No caso especifico dos cultivos celulares de
canela sassafras, estudos complementares sdo necessarios, no que se refere a analise dos
efeitos dos reguladores de crescimento sobre a sintese de safrol, de modo a se definir qual a
cémbinagio de reguladores de crescimento mais estimulatoria da sintese daquele
fenilpropanoide.

Os dados de incremento de biomassa das culturas celulares mantidas em meio isento
de reguladores de crescimento demonstraram a ocorréncia de somaclones com um
comportamento autotrofico quanto & capacidade de sintese dos promotores de crescimento
em estudo. Estes cultivos mantiveram o processo de crescimento ao longo de todo o
periodo experimental, alcangando valores de acimulo de biomassa de 1,93 g (péso fresco) e
115 mg (peso seco) ao término deste (Tabela 2). O caracter autotréfico de popula¢des
celulares quanto aos promotores de crescimento € usualmente bastante estavel, com as
células permanecendo independentes do suprimento exdgeno destes compostos por varias
geragdes (George e Sherrington, 1984). Como exemplo disto, cultivos de células em

suspensdo de Mandevilla velutina em meio MS demonstraram a existéncia de somaclones
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autotroficos para os reguladores de crescimento, com taxas de crescimento estaveis ao
longo de 7 geragdes (~ 10 meses) (Maraschin, 1998). A selegio de linhagens celulares com
alto potencial produtivo, tendo por base a variagdo somaclonal existente nas populagdes
celulares mantidas em meio de cultura desprovido de reguladores de crescimento,
apresenta-se como uma alternativa para o estabelecimento de um sistema de produgéo de
compostos bioativos in vifro com alta eficiéncia. O fendmeno de variagdo somaclonal, de
ocorréncia espontanea, tem sido observado em varios sistemas de cultivo z’h vitro, incluindo
cultura de protoplastos (Shepard et al., 1980), calos, suspensdes celulares (Smith e Street,
1974) e 6rgdos (Earle e Gracen, 1984), podendo ter sua origem em fatores genéticos ou
epigenéticos (Hadi e Bridgeﬁ, 1996). No primeiro caso, mutagdes pontuais (Evans e Sharp,
1983), alteragcdes de numero (poliploidia e aneuploidia) ou de arranjo cromossomal
(recombinac@o), de numero de copias de genes, bem como as variagSes citoplasmaticas
(Tabata ef al., 1978) té€m sido relatados, sendo estes transmitidos a progénie (Scowcroft e
Larkin, 1988). A poliploidia se mostra como o fendmeno de maior frequéncia de ocorréncia
nos cultivos in vitro, sendo dependente do tipo e concentra¢do de citocininas utilizadas. O
surgimento de células aneupldides parece ter relagdo direta com o envelhecimento das
culturas (Evans et al., 1987). Variagdes de causa epigenética surgem a partir de agentes de
meio, bidticos ou abidticos, sendo fenotipicamente estaveis, mas ndo sexualmente
transmitidas as proximas geragdes. Uma terceira e mais simples abordagem das causas da
heterogeneidade celular in vitro, a considera como resultante de diferencas cinéticas no
processo de diferencia¢@o celular (assincronia), em dado momento da cultura (Petiard et al.,
1987). A identificagdo de somaclones de canela sassafras autotroficos para os reguladores
de crescimento € de interesse, porque evita sua exposicdo aos conhecidos efeitos
mutagénicos daqueles compostos. No contexto tecnolégico, por sua vez, esta condigdo traz
implicagdes significativas, porque permite a utilizagdio de um sistema de cultivo mais
estavel do ponto de vista fenotipico e reduz a possibilidade de perdas de linhagens

altamente produtoras de safrol.
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Tabela 1. Duragdo (dias) das fases de crescimento de culturas celulares estaticas de Ocotea
odorifera em meio de cultura MS, suplementado com acido naftalenocacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP), com base nos valores médios de acimulo de peso fresco (g) e peso seco
(mg). Os dados foram coletados em intervalos de cinco dias, ao longo do periodo de cultivo (30
dias), e submetidos a andlise de regressdo (p < 0,05).

ANA | BAP Duracdo das fases de crescimento
M) | (M) Peso fresco (g) Peso seco (mg)
_ _ Inicial: 3 dias - Exponencial: 27 dias Exponencial: 30 dias
y = 0,0005x" - 0,0002x2 + 0,0194x + 0,503 y = 0,0639x*+ 0,8168x + 33,55
£ =0,9971 £ =0,9764
R 0.5 Inicial: 3 dias - Exponencial: 27 dias Exponencial: 30 dias
’ y = 0,0001%> - 0,0026x> + 0,041x + 0,4873 y = 0,0841x% + 0,0948x + 38,075
2=0,9977 r =0,9916
- 1.0 Inicial: 5 dias - Exponencial: 25 dias Exponencial: 30 dias
’ y=0,005x" + 0,0024x” - 0,0068x + 0,5161 y =0,0291x% + 1,2941x + 30,025
= 0,9903 r=0,963
05 _ Inicial: 5 dias -Exponencial: 25 dias Exponencial: 30 dias
’ y = 0,0001x> - 0,0022x” + 0,0248x + 0,4973 Y =0,1268x*- 1,0818x + 39,65
r? = 0,9999 r* =0,9958
1.0 - Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
’ y = 0,000000005x> - 0,0028x% + 0,0431x + y=0,0591%* +0,177x + 39,075
0,4825 r =0,975
r =0,9836
5.0 . Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
’ y = 0,0005x° - 0,0014x° + 0,0285x + 0,5028 y =0,0088x> + 0,9795x + 31,375
£ =0,9892 ? = (,9669
100 _ Inicial: 2 dias - Exponencial: 28 dias - Exponencial: 30 dias
’ y = 0,4x> - 0,0035x% + 0,0515x + 0,4776 y =0,0802x% - 0,7734x + 43,425
= 0,9854 - =0,9283
0.5 0.5 Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
’ ’ y = 0,000000006%> - 0,0004x2+ 0,0276x + y = 0,0396x> + 0,3425x + 40,85
0,5119 7 =0,9316
r’ = 0,9695
1.0 05 Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 25 dias
’ ’ y = 0,00005x> - 0,0007x*+ 0,0188x + 0,5196 y=0,1175x - 1,1368x + 42,05
r* =0,9745 =0,9911
50 0,5 Inicial: < 24 horas Inicial: 10 dias
Exponencial: 29 dias Exponencial: 16 dias
y=0,6x" - 0,0004x* + 0,0272x + 0,5066 Estacionaria: 4 dias
£=0,9318 y = 0,0104x+ 0,5326x? - 6,3276x + 62,361
r=0,9811
100 0,5 Inicial: < 24 horas
Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
y = 0,000005x> - 0,0008x> + 0,0197x + 0,5114 y=0,1082x? - 2,0561x + 45,45
r =(,9965  =0,9528
0,5 1,0 Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
y = 0,0001x%° - 0,0033x” + 0,0414x + 0,4919 y =0,0798x*- 0,8609x + 42,175
= 0,9943 = 0,9744
1,0 10 Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
y = 0,00004x° - 0,0028x> + 0,0374x + 0,5038 y=0,0529x* + 0,3171x + 35,45
2 =0,9922 = 0,9703
50 1,0 Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
y = 0,000000005%> - 0,003x% + 0,0457x + 0,492 y = 0,0752x% - 0,6741x + 42,375
? = 0,9945 = 0,956
10,0 10 Inicial: < 24 horas - Exponencial: 29 dias Exponencial: 30 dias
y = 0,0001%> - 0,0039x> + 0,0454x + 0,4886 y=0,0832%% - 0,8339x + 42
- 2=0,9987 * =0,9397
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Tabela 2. Médias de peso fresco (g) e peso seco (mg) de cultivos celulares de Ocotea

odorifera em meio de cultura MS, acrescido de 4acido naftalenoacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP), aos 25 e 30 dias de cultivo.

ANA BAP Pesos (25 dias de cultivo) Pesos (30 dias de cultivo)
(M) ©M) Fresco (g) Seco (mg) Fresco (g) Seco (mg)
- - 1,51 ab* 94,50 a . 1,93 be 115,00 ab
- 0,5 1,48 abc 88,75 ab 224 b 115,8 a
- 1,0 1,44 abc 87,50 abc 1,61 bed 91,50 ab
05 ) 1,75 a 90,25 ab 2,72 a 122,75 a
1,0 - 1,15 bcde 75,75 abed 1,76 bed 99,50 ab
5,0 - 0,94 de 59,25 d 1,18 de 69,25 b
10,0 - 1,09 cde 64,50 d 1,63 bed 97,50 ab
0,5 0,5 1,14 bede 79,25 abcd 1,21 de 8425 ab
1,0 0,5 1,53 ab 86,25 abc 1,84 bed 115,00 ab
5.0 0,5 0,88 e 73,33 abed 0,97 e 72,00 b
10,0 0,5 1,12 bede 58,50 d 1,43 cde 81,75 ab
0,5 1,0 1,09 cde 67,00 cd 1,67 bed 90,75 ab
10 1,0 1,17 bede 73,50 abed 1,77 bed 93,00 ab
5.0 1,0 1,21 bede 70,50 bed 1,62 bed 92,25 ab
10,0 1,0 1,30 bed 65,00 d 2,05 be 96,50 ab

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si segundo o teste SNK (p<0,05).
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b) Obtengdo das curvas de dissimila¢do de carbono

Niveis distintos de metabolizagdo de sacarose foram observados nas culturas
celulares, segundo a combinagio e concentragdo de reguladores de crescimento adicionados
no meio de cultura. Analises do crescimento in vitro de células vegetais através de curvas
de dissimilagio permitem avaliar a relagdo entre o consumo de agucares (fontes de
carbono) e o crescimento celular, ja que somente uma parte do aglicar disponibilizado as
células é convertido em biomassa, sendo o restante dissimilado para suprir 0s
requerimentos energéticos celulares (Schripsema, 1991; Maraschin, 1998; Araujo, 2001).

A analise dos dados de dissimilagdo de sacarose demonstrou a existéncia de
comportamentos distintos quanto a durag@o das fases de crescimento das culturas (Tabela
3). Os cultivos celulares apresentaram uma fase inicial de crescimento com duragéo
bastante variavel, entre 24 horas a 6 dias, segundo o tratamento utilizado. A fase
exponencial por sua vez, estendeu-se durante todo o periodo de cultivo e a fase estacionaria
somente foi observada para os tratamentos com 1 uM de BAP ¢ 5 uM de ANA. A ndo
ocorréncia da fase estacionaria, sugere que o meio de cultura ndo se encontra depletado da
fonte de carbono, o que pode estar relacionado a uma baixa taxa de metabolizagdo de
carbono nos cultivos celulares. As curvas de dissimilag@o revelaram perfis de incremento
de biomassa segundo os modelos sigmoidal, quadratico e linear, dependendo da
composi¢do do meio de cultura.

Os valores de perda de peso total por dissimilagdo das linhagens celulares podem
ser observados na Figura 1. As maiores perdas de peso por dissimilagdo de carbono foram
obtidas nas culturas celulares mantidas em meios suplementados com 0,5 uM de BAP
(0,313 mg) e 1 uM e 5 uM de ANA (0,270 mg e 0,259 mg, respectivamente), sugerindo
uma maior taxa de metabolizagio de sacarose naquelas condigdes. Por sua vez, a utilizag@o
isolada de BAP na concentragdo de 0,5 pM induziu 4 mais baixa taxa de acumulo de
biomassa nos cultivos celulares (Figura 2). A sele¢do de linhagens com menores taxas de
crescimento, devido ao maior custo energético para absor¢do/metabolizagdo de carboidratos
do meio de cultura, pode ser interessante quando se objetiva otimizar a sintese/acumulo de
produtos do metabohsmo secundario, visto que muitos destes compostos sdo gerados sob

situagdes de estresse da planta e/ou dos cultivos in vifro (Maraschin, 1998). A menor perda
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de peso por dissimilag@o foi obtida em meio de cultura acrescido de 1 uM de BAP (0,057
mg) (Figura 1), entretanto, nesse tratamento foi observado o maior incremento de peso
fresco, expresso em ordens de magnitude em relagdo a biomassa inicial (1,73x). Estes
resultados tomados em conjunto indicam a inexisténcia de uma relagio significativa entre a
perda de peso por dissimilag@o e o peso fresco final dos cultivos.

Distintos incrementos de biomassa foram encontrados quando comparados os dois
experimentos de analise de crescimento (analise do peso fresco/seco e obtengdo das curvas
de dissimilagdo) na mesma composi¢do do meio de cultura. Essa variagio pode estar
relacionada com a densidade de inoculo inicial (1 g de células nos experimentos do peso
fresco e seco e 2 g células nos experimentos de analise da dissimilagdo) ou a ocorréncia de
somaclones com distintas comportamentos em fungdo da combinagio e concentragio dos

reguladores de crescimento presentes no meio de cultura.
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Tabela 3 — Duragio (dias) das fases de crescimento celular de O. odorifera em meio de
cultura MS suplementado com diferentes concentragdes de acido naftalenoacético (ANA) e
6-benzilaminopurina (BAP), segundo analise das curvas de dissimilagdo de carbono.

ANA (uM) BAP (uM) Duragdo das fases de crescimento

Inicial: <24 horas
y =0,01204x + 4,24844
r* =0,99589
0.5 Inicial: <24 horas
- 5 y=0,01432x + 7,2282
* =0,99773
Inicial: 6 dias
- 1>O Exponencial: 20 dias
Estacionaria: 4 dias
y=7,86.10%x"-3,88 .10 x* + 0,00264x + 1,76151
* =0,99181
0.5 Inicial: < 24 horas
> Exponencial: 30 dias
y=6,62.10°%" -3,66 . 10 x*+ 0,01496x + 0,72863
* = 0,99561
Inicial: 2 dias
190 - Exponencial: 28 dias
y=-594.107° x* 10,0062 x + 7,15182
r* =0,99745
Inicial: 2 dias
5:0 Exponencial: 27 dias
Estacionaria: 1 dia
y=1,46.10°x*-8,01 . 10° x* - 0,00858 x + 5,53989
r* =0,99701
Inicial: £24horas
10:0 - Exponencial: 30 dias
y=4,71. 107 x*+ 0,0045x + 9,68304
1 =0,98738
0.5 Inicial: <24 horas
> y=0,00388x + 4,8271
r* =(0,9946
Inicial: 2 dias
1,0 035 Exponencial: 28 dias
v=1,35.10" x*- 0,00683 x + 3,16544
* =0,99681
0.5 Inicial: 4 dias
> Exponencial: 26 dias
y=4,61.10% x*-0,00375x +2,81327
1 =0,98849
Y = -4,60829E-6 x° -
0.5 Inicial: <24 horas
> Exponencial: 30 dias
y=4,35.10%* - 0,00416 x + 2,06405
r* =(0,98256
Inicial: <24 horas
0’5 170 Exponencial: 30 dias
y=0,00821 x + 5,36025
r* =0,99092
Inicial: 2 dias
1,0 1,0 Exponencial: 28 dias
y=1,80. 107 x*+0,00712 x + 2,21357
r =0,99477
Inicial: 2 dias
5:O 1:O Exponencial: 28 dias
y=6,90. 10° x*- 0,01046 x +2,24418
r* =0,99837
Inicial: 2 dias
10’0 1,0 Exponencial: 28 dias
y=Y =1,42.10° x*- 0,00413 x + 1,59243
r* =0,99222

0,5

5,0

10,0

2
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Reguladores de crescimento (uM)

0 0,(15 01 015 02 025 03 036
Perda de pesotatal por dissimilacdo (ng)

*B =BAP e N = ANA

Figura 1 — Perda de peso total (mg) por dissimilagao de carbono de células de O. odorifera
em meio de cultura MS acrescido de acido naftalenoacético (ANA - 0,0; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0
uM) e 6-benzilaminopurina (BAP - 0,0; 0,5 e 1,0 uM), ao longo de 30 dias de cultivo.
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*B =BAP eN=ANA

Figura 2 - Incremento de biomassa fresca em ordens de magnitude em relagdo a biomassa
inicial (2 g) de culturas celulares de canela sassafras em meio de cultura MS suplementado
com acido naftalenoacético (ANA - 0,0; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 uM) 6-benzilaminopurina
(BAP - 0,0; 0,5 e 1,0 uM), apos 30 dias de cultivo.
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CAPITULO VII

ANALISE DO CONTEUDO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EM CULTURAS DE CELULAS DE CANELA
SASSAFRAS (OCOTEA ODORIFERA (VELL.) ROHWER)
POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA*

‘Oltramari, AC%, Viana, A.M.*; Pedrotti, E.L.2, Wood KV*; Bonham, C*; Maraschin, M.?

’Lab. Morfogénese e Bioquimica Vegetal - Centro de Ciéncias Agrarias/UFSC: >Centro de Ciéncias
Biolégicas/UFSC; *Campus-wide Mass Spectrometry Center - Department of Chemistry, Purdue University
~ West Lafayette, IN-USA

RESUMO - A biossintese de safrol e outros compostos do metabolismo secundario de
linhagem celular, produzidas a partir de cultura in vifro de segmentos de folhas de canela
sassafras, foi monitorada ao longo das geragdes de cultivo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). A analise de amostras das fragdes orgénicas
dos cultivos celulares mantidos em meio CS; revelou a existéncia de perfis distintos de
constituintes quimicos, ao longo das geragdes de cultivo. Entretanto, os dados demostraram
que a linhagem celular em estudo apresentou-se estavel quanto a sintese de safrol. A
ocorréncia de somaclones autotroficos para reguladores de crescimento foi observada, os
quais apresentaram capacidade de sintese de safrol ao longo do periodo de cultivo.

Palavras-chave: biossintese de safrol, metabolismo secundario, cultura de células, canela

sassafras.

! Capitulo a ser submetido a revista Phytochemical Analysis.
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1. INTRODUCAO

Diversas espécies pertencentes a familia Lauraceae ocorrem na Floresta Atlantica,
incluindo Ocotea odorifera (canela sassafras), O. catharinensis (canela preta), O. porosa,
O. puberula e Nectandra lanceolata. A partir da biomassa destas espécies, uma série de
compostos derivados do metabolismo secundario tém sido obtidos, como por exemplo:
alcaloides, flavonodides, esterdides, ligndides, cumarinas, monoterpenos e sesquiterpenbs
(Lordello, 1996), sugerindo a existéncia de uma diversidade quimica elevada e
caracterizando esta familia botanica como de elevado potencial como fonte de compostos
bioativos de interesse. Algumas espécies dos géneros Ocotea, Cinnamomum e Aniba
produzem significativas quantidades de oleos essenciais de utilizag8o corrente nas
industrias de perfumes e cosméticos (Sakita e Yatagai, 1992), mencionando-se o Oleo de
pau-Rosa (4niba duckey), o 6leo de canela do Ceildo (Cinnamomum zeylanicum), o 6leo de
canela da China (Cinnamomum cassia) e o 6leo de canfora (Cinnamomum camphora), por
exemplo (Craveiro ef al., 1981).

Analises mais detalhadas da fragdo oleo essencial de Sassafras albidum (Lauraceae)
revelaram a ocorréncia de safrol (85%) como composto majoritario, cinfora (3,25%) e
metil-eugenol (1,10% - Kamdem e Gage, 1995). Por sua vez, o 6leo essencial extraido da
casca de Ocotea catharinensis possui como principais componentes: linalol (95,76%), o.-
terpineol (1,47%), B-citronelol (0,28%), geraniol (0,75%), 1,8-cineol (0,14%), «-pineno
(0,07%) e o o6xido-3,6-linalol (0,36%) (Sakita e Yatagai, 1992){ Estudos realizados por
Silva (1987) demostraram que o dleo essencial de Ocorea odorifera contem em sua
composi¢do safrol (92%), pineho (0,7%), eugenol (0,6%), furfurol (0,17%), cineol (0,21%),
n-valeraldeido (0,001), benzaldeido (0,03%) e sesquiterpenos (5,1%).

Estudos fitoquimicos concernentes & canela sassafras (Ocotea odorifera (Vell)
Rohwer) indicam um teor médio de safrol de 80% na fragdo 6leo essencial, valor este que
apresenta varia¢des segundo a idade da planta, a regido de ocorréncia e o 6rgio (raiz, caule,
ramos) utilizado no processo extrativo. A partir deste fenilpropandide, sdo obtidos a

heliotropina, um fixador de aroma, e o butdxido de piperonila, utilizado na produgdo de



inseticidas biodegradaveis (EMBRAPA, 1998). A exploragdo intensiva da biomassa de
canela sassafras, visando a obten¢dio de Oleo essencial, ocorreu segundo um modelo
extrativista, ao longo de aproximadamente 40 anos (1940 - 1980), levando a espécie ao
risco de extingdo (Oltramari et al., 2002). Do ponto de vista tecnologico, uma das principais
restrigdes a propagacdo desta espécie € a pequena quantidade de material seminifero
produzido por plantas matrizes, com uma estimativa de 2.000 sementes/ano/planta matriz
de 100 anos de idade. Uma segunda limitagio neste contexto é o seu grande periodo de
juvenilidade, o qual pode se estender de 25 a 40 anos, dificultando a obtengcio de mudas
(Duarte da Silva, et al., 2001). Assim, devido as suas caracteristicas reprodutivas e ao seu
longo ciclo de crescimento, o cultivo em larga escala de O. odorifera apresenta
dificuldades. Além disto, o sistema exclusivamente extrativista de exploragio de sua
biomassa concorreu para o estabelecimento de uma condigio critica de sobrevivéncia da
espécie em seu ecossistema nativo, com implicagdes significativas no que se refere & sua
exploragdo comercial. Em fun¢do do exposto, estudos visando a obtengdo e o
desenvolvimento de formas alternativas e sustentaveis de produgdo do dleo de sassafras e
safrol sio de interesse, permitindo o abastecimento do mercado sem éomprometer 0s
germoplasmas remanescentes desta espécie (Oltramari et al., 2002).

Neste contexto, estudos que buscam formas alternativas de produgdo de safrol tem
sido realizados considerando a exploragdo do potencial .produtivos de diversas espécies
como, por exemplo, Sassafras officinale, Cinnamomum spp, Magnolia kobus, Boronia
safrolifera, Laurelia serrata, Daphnandra aromatica e Piper hispidinervium (Silva, 1987,
Pescador ef al, 2000). Segundo Bizzo ef al. (2000), o 6leo extraido da folha de Piper
hispidinervum possui em sua composi¢do 18,4% de safrol. Em Illicium sp., safrol é o
componente majoritario da fragdo oleo essencial extraida do tronco e da casca da raiz (60,2
e 77,7 %, respectivamente (Tam ef al., 1998).

A grande maioria dos 6leos volateis € constituida de derivados de fenilpropanoides
e terpenos. A producio de metabolitos secundarios em cultura de tecidos tem se
concentrado em compostos farmacéuticos, os quais possuem elevado custo, baixas
quantidades de produgdo em cultivos convencionais e grande demanda. O aumento da
demanda de composto’s de 6leos essenciais tem resultado em numerosos estudos de culturas

de células de plantas in vitro.
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O presente trabalho tem como objetivos: a) monitorar a biossintese de safrol e
outros compostos do metabolismo secundario em culturas de células de canela sassafras, ao

longo das geragdes de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS

1) Cultura de células em meio semi-sé6lido

Experimento 1: Linhagem celular (12" geragio), oriunda de tecido foliar, foi cultivada em

meio de cultura MS (Muréshige e Skoog, 1962), acrescido de picloram (10 uM), cinetina (1
uM), vitaminas de Morel (Morel e Wetmore, 1951), sacarose (3 g%) e agar (0,6 g%),
conforme previamente descrito para o meio de cultura CS; (Oltramari, 1998). Os cultivos
celulares foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz, a 25 + 2°C e 85% de
U. R, com intervalos de subcultivos de 30 dias. Para efeitos de analise da sintese de
metabolitos secundarios, ao longo de um periodo experimental de 8 meses, amostras de
células (~ 30 g — biomassa fresca) foram coletadas no 1° (13" geragdo), 4° (16 geragio) e 8°
(20" geragio) meses de cultura. Apds a coleta as amostras foram imediatamente

armazenadas em freezer (-18 C), até o momento da extrag@o.

Experimento 2: Amostras de células (~ 3,0 g — biomassa fresco) cultivadas em meio de

cultura MS (3 geragdes, intervalo de subcultivo de 30 dias), vitaminas de Morel e agar (0,6

g%) foram coletadas e armazenadas em freezer (-18'C), até o momento da extrago.

2) Extragdo da fragdo oleo essencial com solventes orgénicos

As amostras de células dos distintos experimentos, foram desidratadas em estufa a
70°C por 24 horas. FragSes contendo 2,5 g de biomassa seca de cada experimento foram
maceradas com nitrogénio liquido e incubadas por um periodo de 24 horas em uma solugéo

de 10 ml de MeOH/CHCI; (1:1). Ao término deste periodo, o material foi filtrado em



suporte de porcelana, sob vacuo. A fragdio organica foi centrifugada (6 krpm/5min), o

sobrenadante foi coletado e evaporado até atingir um volume de 0,8 ml.

3) Analise do conteido de metabdlitos secundarios nas fragdes orgéanicas por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

Amostras (1ul) das fragdes orgéanicas dos cultivos foram analisadas quanto ao
contetido de metabolitos secundarios em espectrometro de massa (ThermoFinningan GCQ)
acoplado a cromatografo equipado com coluna DB-1. A programagdo de temperatura da
coluna foi de 50°C/0,1 min, seguido de elevagio a 240°C, a 10°'C/min. Para a ionizagio das

amostras foi utilizada uma interface de impacto de elétrons (IE - 70 V).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos dados de composi¢do de metabolitos secundarios das fragdes
organicas dos cultivos celulares de canela sassafras por CG-EM revelou a existéncia de
perfis distintos ao longo das gera¢des de cultivo, conforme demonstrado na figura Ia-c €
tabela 1. A variabilidade quimica observada nas amostras em estudo mostrou-se crescente
ao longo das geragGes de cultivo, demonstrando o efeito do tempo de cultivo sobre a sintese
de compostos do metabolismo secundario de canela sassafras. Esta abordagem ¢ de
interesse, uma vez que permite monitorar o potencial biossintético (totipoténcia
bioquimica) (Zenk 1978), a uniformidade e a estabilidade do metabolismo secundario,
pardmetros de significativa importancia na analise da viabilidade de sistemas de produgdo
in vitro de compostos bioativos. A perda, ou a redugdo, da capacidade de sintese de um
dado composto em linhagens celulares altamente produtivas determina a necessidade de
resselegdo destes materiais, uma tarefa usualmente tediosa e que consome uma apreciavel

quantidade de tempo e de recursos financeiros (Ohta e Verpoorte, 1992; Maraschin, 1998).
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Tabela 1. Composi¢do qualitativa de metabolitos secundéarios na fragdo orgéanica
(CHCl;:MeOH, 1:1) de células de canela sassafras cultivadas em meio CS;, ao longo de 7
geragdes de cultivo (tempo de residéncia = 30 dias).

COMPOSTOS GERACOES DE CULTIVO
13 16

t
S

(a) a) Safrol [4 alil 1,2 metileno dioxibenzeno] , PM = 162 X

X
(b) b) Ciclopropano, 1-2 (metilbutil)-1-(1-metilpropil), PM = 168 X
(c) ©) Acil-fenol (Cg), PM =206 X

(d) d) Acido graxo (C;3), PM =214

(€) e) Acido graxo (C;,), PM =228 X

@® 1) Acido graxo (Cis), PM =256

(g) g) Olefina ou alcool superior

IR S Il e

(h) h) Hidrocarbonetos X

(i) 1) Produtos de hidrolise de agticares X

Estudos relativos ao metabolismo secundario de canela sassafras sdo escassos,
porém, usualmente referem-se a detecgio e quantificagéio do composto alil benzénico safrol
na fra¢do oleo essencial obtida por hidro-destilagio de biomassas oriundas de processos
extrativistas — i.e. caule, raizes e ramos, devido a sua importéncia em processos de sintese e
semi-sintese de compostos de interesse das indudstrias quimica, farmacéutica e de alimentos
(piperonal, vanilina, isovanilina, isoeugenol) (Hickey, 1948; Silva, 1987). Neste contexto,
os dados revelaram que a linhagem celular em estudo apresentou-se estavel quanto a sintese
deste composto, caracterizando-a como de interesse para estudos subsequentes de
otimiza¢do do processo de producgdo de safrol, segundo uma abordagem de engenharia de
metabolismo (Maraschin e Verpoorte, 1999). Contudo, estudos neste contexto utilizando
biomassas de canela sassafras produzidas em sistemas in vitro no tém sido encontrados na
literatura, sugerindo que este seja o primeiro relato desta natureza.

O acoplamento da espectrometria de massa & cromatografia gasosa permitiu a
deteccdo e a identificagdo de uma série de compostos nas amostras em estudo, revelando o
potencial desta técnica espectroscopica e a adequacdo da abordagem experimental utilizada.
A EM foi introduzida no inicio da década de 60 como técnica altamente sensivel e seletiva
de deteccdo (ordem de pg) de compostos, com limite 6timo de detec¢do na faixa de 40 mol
(10" M). De modo geral, e a despeito de algumas dificuldades devido a caracteristicas
particulares de cada técnica e material amostral, os métodos analiticos sequenciais (on line),

e especialmente a CG-EM, tém demonstrado ser uma estratégia adequada, quando se busca
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- maior sensibilidade e seletividade na analise de amostras biologicas (Maraschin e
Verpoorte, 2001). Estudos prévios (dados ndo mostrados) de analise de safrol via inje¢do
direta das amostras (1 pl) em estudo em espectrdmetro de tempo de voo, equipado com
interface de ioniza¢do em matriz assistida por laser (MALDI-TOF), ndo lograram éxito em
decorréncia da ndo ioniza¢do do composto de forma satisfatoria. A volatilizagdo das
amostras no sistema de injegdo do cromatografo gasoso e a utilizagdo de interface de
jonizagio por impacto de elétrons mostrou-se como alternativa metodologica mais
apropriada & analise deste fenilpropandide, com a vantagem adicional de permitir a
detecgdo e a identificagdo de outros componentes do metabolismo secundario de células de
canela sassafras, conforme descrito anteriormente (Figura la-c, Tabela 1). Estes dados
demonstram que fontes mais brandas de ionizagio (MALDI) ndo induzem & formagdo de
ions moleculares [M'], havendo a necessidade de utilizagdo de interfaces de ionizagdo mais
potentes (70 eV) para a deteccdo dos compostos de interesse nas fragcdes organicas
(CHCI3/MeOH , 1:1) analisadas. De fato, a utilizagio da CG-EM parece ser a técnica
preferida quando da analise dos componentes da fragdo oleo essencial de diversas espécies
vegetais (Janssen, 1989; Onayade-Sontan, 1991, Setzer et al., 1999, Barazani et al., 1999;
Povh et al., 2001). |

Ao longo do processo de selecdo de linhagens de canela sassafras (Oltramari, 1998),
alguns somaclones apresentaram a capacidade de crescimento em meio de cultura MS
desprovido de reguladores de crescimento. Este fendmeno, denominado habituagio celular
(Skirvin, 1978; Stafford, 1986; Skirvin et al., 1994) € caracterizado por sua natureza
epigenética, sendo considerado um exemplo da ocorréncia de variagdo somaclonal em
cultivos de células vegetais (Stafford, 1986; Scowcroft e Larkin, 1988; Skirvin et al.,
1994). Entre os diversos fatores determinantes da ocorréncia deste fendmeno, a duragio do
periodo de cultivo de células ou tecidos e a suplementagdic do meio de cultura com
reguladores de crescimento (2, 4-D, e.g.) tém sido apontadas por diversos autores (Karp,
1991; Linacero e Vazquez, 1993; Tremblay ef al., 1999). No caso especifico dos cuiltivos
celulares de canela sassafras, especula-se que o efeito destes fatores pode ser significativo,
considerando-se que alguns dos cultivos foram iniciados utilizaﬁdo-se altas doses de
auxinas e citocininas (2, 4-D, 6-BAP e KIN - 8 a 13 uM- dados nio publicados) e tém sido

mantidos por um periodo de tempo superior a 3 anos (> 30 geragdes).
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A analise dos metabdlitos secundarios por CG-EM na fracdo orgénica das culturas
celulares autotroficas para os reguladores de crescimento (Experimento 2) revelou a
existéncia de um perfil de composi¢do semelhante ao observado para as culturas celulares
em meio CS;, apés 20 geragdes de cultivo, exceto quanto & ocorréncia de acidos graxos
com 13 e 16 atomos de carbono, com um peso molecular de 214 e 256, respectivamente
(Figura 2). Estes resultados demonstram que a ndo suplementagdo do meio de cultura com
reguladores de crescimento nio afetou a capacidade de sintese de safrol da linhagem celular
autotrofica, um aspecto de interesse devido a viabilidade do cultivo celular na auséncia de
compostos potencialmente mutagénicos. Esta abordagem corrobora, em alguma extensao,
para reduzir a frequéncia de ocorréncia de variantes nos cultivos in vifro e para o
estabelecimento de um sistema de produgéo de safrol por via biotecnologica.

O uso de reguladores de crescimento, notadamente da classe das auxinas (2,4-D, por
exemplo) tem sido determinante, em alguns casos, da redugdo ou da inibi¢do da sintese de
compostos de interesse farmacoldgico em cultivos celulares vegetais. A influéncia de
reguladores de crescimento sobre a produgdo de metabolitos de interesse medicinal vem
sendo estudada, por exemplo, em relagdo a produgio de alcaldides em culturas de células
de Catharanthus roseus. Os resultados demonstraram o efeito inibitdrio de auxinas sobre a
produgdo de alcaldides, devido 4 inibigdo da transcricdo de genes daquela via biossintética
(van der Heijden, 1989; Whitmer ef al., 1998). A adi¢do de acido naftaleno acético (ANA)
e acido 2.4 diclorofenoxiacético (2,4-D) ao meio de cultura da linhagem transgénica S10 de
Catharanthus roseus resultou em baixos niveis de acimulo de alcaléides em um sistema de
producdo em dois estagios. Os cultivos mantidos em meio contendo 2,4-D evidenciaram
uma pequena capacidade de fornecimento de precursores da via biossintética o que
determinou um pequeno acumulo de alcaldides ao longo da fase de produgio.
Adicionalmente, foi observado que a expressio do transgene que codifica para
estrictosidina sintase (STR), avaliada a nivel enzimatico, foi reduzida em todas as
condigOes analisadas naquele estudo, um resultado, por certo, ndo esperado (Whitmer ef al.,
1998). Em fungdo disto, a analise da estabilidade fenotipica da linhagem autotrofica de
canela sassafrds, no que concerne a sua produtividade (ml safrol/g biomassa seca), é de
importancia para o estabelecimento de um sistema de produgdo in vitro de safrol

tecnologica e comercialmente viavel.
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Figura 1 a -. Perfil cromatografico da fragdo CHCl:MeOH (1:1) de células de canela

sassafrds mantidas em meio CS; na 13° geragdo de cultivo. Indicagdes: a) Safrol [4 alil 1,2
metileno dioxibenzeno} , PM = 162; €) Acido graxo (C;4), PM = 228; i) Produtos de hidrélise de agucares.
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Figura 1 b -, Perfil cromatografico da° fragdo CHCI;:MeOH (1:1) de células de canela
sassafras mantidas em meio CS; na 16 geragdo de cultivo. Indicagdes: a) Safrol [4 alil 1,2
metileno dioxibenzeno] , PM = 162; b) Ciclopropano, 1-2 (metilbutil)-1~( 1-metilpropil), PM = 168; ¢) Acil-
fenol (Cg), PM = 206; h) Hidrocarbonetos.
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Figura 1 ¢ -. Perfil cromatografico da fragdio CHCl;:MeOH (1:1) de células de canela
sassafrds mantidas em meio CS; na 20 geragdo de cultivo. Indicagdes: a) Safrol [4 alil 1,2
metileno dioxibenzeno] , PM = 162; b) Ciclopropano, 1-2 (metilbutil)-1-(1-metilpropil), PM = 168; d) Acido
graxo (C;3), PM = 214; e) Acido graxo (Cy4), PM = 228; f) Acido graxo (Cs), PM = 256; g) Olefina ou

alcool superior.
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Figura 2. Perfil cromatografico da fragdo CHCl;:MeOH (1:1) de células de canela
sassafras autotroficas para reguladores de crescimento (3 geragdo), cultivadas em meio

MS. Indicagdes: a) Safrol [4 alil 1,2 metileno dioxibenzeno] , PM = 162; b) Ciclopropano, 1-2 (menlbuul)-
1-(1-metilpropil), PM = 168; ¢) Acil-fenol (Cg), PM = 206; d) Acido graxo (Cy3), PM = 214; e) Acido graxo
(Ci4), PM =228; ) Acido graxo (C;s), PM =236.
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CAPITULO VIII

DISCUSSAO GERAL

O Estado de Santa Catarina foi, durante varias décadas, o maior exportador de
dleo de sassafras do Brasil. Contudo, poucos dados de érgos governamentais foram
encontrados referentes aquela atividade, notadamente no que se refere a quantidade de
biomassa de canela sassafras explorada nas décadas de 40 a 80, de modo que apenas
estimativas puderam ser feitas a partir dos registros da literatura. A redug@o do volume
de biomassa explorado alcangou seu auge no inicio na década de 90, devido a ndo
sustentabilidade do modelo de producgdo utilizado (extrativismo), o qual foi
determinante para que a espécie fosse levada a uma condigéo critica de sobrevivéncia,
com implica¢des significativas para a sua exploragdo comercial. O pregco do Oleo de
sassafras no mercado externo apresentou variagdo significativa, ao longo do periodo
estudado (1942-1998), e os dados indicaram um crescente aumento do pre¢o de safrol
no mercado externo, uma provavel conseqiiéncia da escassez do produto no mercado,
decorrente do sistema extrativista de produg@o, também utilizado nos principais paises
produtores.

Os métodos convencionais de propagag@o vegetativa (enraizamento de estacas,
e.g), dessa espécie ndo tém apresentado resultados satisfatorios e, em funcﬁd disto, o
desenvolvimento de métodos ndo convencionais de propagacio, através da cultura de
tecidos vegetais, € uma alternativa viavel, na medida em que possibilita a obtengéo de
taxas de multiplicagdo maiores, permitindo a propagagido em grande escala da espécie
com valores de rendimento mais interessantes, especialmente quando se objetiva a
reposicao e preservagio da espécie em seu ecossistema.

Outro fator limitante para a obtengdo do o6leo de sassafrds a partir do cultivo
extensivo € o longo periodo para a produgéo desta biomassa, sendo estimada uma
rotagdo minima de 42 anos. Nesse caso, a produgdo de safrol por via biotecnologica

pode ser uma alternativa, desde que os cultivos celulares apresentem produtividade
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adequada. No entanto, a produgdo biotecnologica de compostos bioativos somente
podera competir com 0s processos agricolas convencionais se os cultivos celulares
apresentarem maior produtividade e a qualidade do produto final for superior. A analise
da produtividade dos cultivos celulares encontra-se relacionada, entre outros fatores, a
taxa de producdo de biomassa e de biossintese do(s) metabolito(s) de interesse na
unidade de tempo (Schlatmann, 1995).

A anilise do incremento de biomassa celular ao longo do periodo de cultivo,
constitui-se em aspecto basico na avaliagdo da produtividade dos sistemas in vitro. O
padrio de crescimento celular 7n vitro de canela sassafras foi obtido através das analises
de peso fresco, peso seco de células e determinagio das curvas de dissimilagdo de
carbono. Os estudos de dissimilagio em culturas de células de canela sassafras
forneceram dados suficientes para caracterizar as fases de crescimento celular em meio
de cultura semi-so6lido suplementado com distintos reguladores de crescimento e fontes
de carbono.

A fonte de carbono utilizada no meio de cultura, afeta, em alguns casos, a
biossintese in vifro de compostos bioativos. Tal aspecto decorre do fato de que as
células cultivadas in vifro sdo usualmente heterotroficas quanto a ceipacidade de sintese
de uma série de compostos via fotossintese, em niveis adequados & manutengio dos
processos de desenvolvimento. Por esta razdo, se faz necessaria a adigéo de carboidratos
ao meio de cultura como fonte de carbono e energia (Maraschin e Verpoorte, 1999). A
capacidade adaptativa celular a metabolizagdo de distintos carboidratos, foi monitorada
por '"H-RMN. Os espectros de 'H-RMN, possibilitaram a determinagio direta da
concentragdo de compostos em amostras de células de canela sassafras. Tal abordagem
tem permitido a comparagio direta da concentragdo de compostos totalmente distintos,
bem como a detecgdo de metabolitos secundarios vegetais de interesse farmacologico
em matrizes bioldgicas complexas por 1D 'H-RMN (Schripsema e Verpoorte, 1991;
Maraschin et al., 2001, Wolfender ef al., 2001).

Maiores valores de producdo de biomassa nos cultivos celulares de canela
sassafras, foram obtidos em meio de cultura acrescido de 0,5 pM de ANA, quando
conforme demonstrado pelas analises de crescimento com base nas variaveis peso
fresco e peso seco. No caso especifico dos cultivos celulares desta espécie, estudos
complementares sio necessarios, no que se refere a analise dos efeitos dos reguladores
de crescimento sobre a sintese de safrol, de modo a se definir qual a combinagdo de

reguladores de crescimento mais estimulatoria da sintese desse fenilpropandide.
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Compostos que suplementam o meio de cultura, principalmente os reguladores de
crescimento da classe das auxinas e citocininas, exercem influéncias sobre a taxa
mitdtica, o crescimento e a diferenciagdo celular. Estes compostos atuam conjunta €
sequencialmente, estimulando o processo mitotico com intensidades que sdo peculiares
a espécie e/ou 2 linhagem celular. Da mesma forma, tais consideragdes se aplicam a
agdo destes compostos sobre o metabolismo secundario vegetal (George e Sherrington,
1984).

A identificagdo de linhagens autotroficas para os reguladores de crescimento €
de interesse, porque evita sua exposi¢ido aos conhecidos efeitos mutagénicos daqueles
compostos. No contexto tecnologico, por sua vez, esta condigdo traz implicagdes
significativas, porque permite a ﬁtilizagﬁo de um sistema de cultivo mais estavel do
ponto de vista fenotipico e reduz a possibilidade de perdas de linhagens altamente
produtoras de safrol. Linhagem autotrofica de canela sassafras, mantida em meio de
cultura isento de reguladores de crescimento, apresentou capacidade de sintese de safrol
ao longo do periodo de cultivo.

A variabilidade quimica mostrou-se crescente ao longo das geragOes de cultivo,
demonstrando o efeito do tempo de cultivo sobre a sintese de compostos do
metabolismo secundario de canela sassafras. Esta abordagem ¢ de interesse, uma vez
que permite monitorar o potencial biossintético (totipoténcia bioquimica — Zenk 1978),
a uniformidade e a estabilidade do metabolismo secundario, pardmetros de significativa
importancia na analise da viabilidade de sistemas de produgdo in vifro de compostos
bioativos. Entretanto, os dados demostraram que a linhagem celular em estudo

apresentou-se estavel quanto a sintese de safrol.
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CONCLUSOES

e A exploragio da canela sassafras foi realizada durante mais de 40 anos de forma
irrestrita. Este fato, aliado ao pouco conhecimento do manejo desta espécie € ao
preco atrativo do Oleo essencial e do safrol no mercado internacional, foram os
principais agentes causadores de um extrativismo exacerbado no Estado de Santa

Catarina, colocando esta espécie em perigo de extingdo.

e A série historica de dados de comercializagio e precos dos produtos sugere a
necessidade de readequagdo do setor, notadamente através da adogdo de novas

tecnologias qué permitam a produgdo sob um sistema de manejo sustentado.

» A estratégia de utilizacio de técnicas biotecnologicas se mostrou viavel no estudo de
fenémenos morfogenéticos de Ocotea odorifera, permitindo o resgate de material

seminifero através do cultivo in vifro de embrides imaturos.

¢ Um padrio de crescimento linear das culturas celulares foi obtido através das curvas
de dissimilagdo de carbono, independente do carboidrato utilizado na suplementacéo

do meio de cultura.

e As culturas celulares de O. odorifera apresentaram uma rapida resposta adaptativa

do metabolismo celular para a metaboliza¢do de Amd e Lac.

e Os dados demonstram que a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (‘H-
RMN) mostrou ser uma técnica viavel no monitoramento do metabolismo de

carboidratos intracelulares em culturas de células vegetais de O. odorifera.

e Os resultados obtidos por "H-RMN evidenciaram a existéncia de um equilibrio
intracelular de anémeros de D-Gle, independentemente da fonte de carbono
utilizada nos cultivos in vitro de canela sassafras, sugerindo que a metabolizagdo

destes monossacarideos € um processo fortemente regulado.
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e A anilise dos espectros de "H-RMN dos extratos aquosos de células mantidas em
meio acrescido de Lac apresentaram sinais caracteristicos de Gle (a-D-Gle e $-D-
Glc) e de D-Gal, em relagdo aos seus padrdes, demostrando a existéncia de via(s) de
absor¢do dos produtos de hidrolise enzimatica da Lac. Os resultados demostram
uma rapida adaptagdo do metabolismo celular & suplementacdo do meio de cultura

com Lac.

e A cinética de metaboliza¢do de sacarose nos cultivos celulares de canela sassafras
parece ser fortemente modulada pelo aporte exdgeno da citocinina 6-BAP ¢ da

auxina ANA.

e A suplementagdo do meio de cultura com 0,5 pM de ANA ¢ de interesse quando se
buscam maiores valores de produgdo de biomassa nos cultivos celulares de canela
sassafras, conforme demonstrado pelas analises de crescimento com base nas

variaveis peso fresco e peso seco.

e Uma correlagdo positiva entre os métodos de analise de crescimento peso fresco e

peso seco foi observada nos experimentos.

e As curvas de dissimilagdo de carbono revelaram distintos perfis de incremento de
biomassa (modelos sigmoidal, quadratico e linear), dependendo da combinagio de

reguladores de crescimento utilizada na suplementagdo do meio de cultura.

e Somaclones com comportamento autotrofico quanto a capacidade de sintese de
promotores de crescimento foram observados em culturas celulares mantidas em

meio isento de reguladores de crescimento.

e O acoplamento da espectrometria de massa & cromatografia gasosa permitiu a
detecg¢do e a identificacdo de uma série de compostos nas amostras em estudo,
revelando o potencial desta técnica espectroscopica e a adequagdo da abordagem

experimental utilizada.
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A analise dos dados de composigdo de metabolitos secundarios das fragdes
orgénicas dos cultivos celulares, revelou a existéncia de perfis distintos ao longo das
geragBes de cultivo. Entretanto, os dados demostraram que a linhagem celular em

estudo apresentou sintese de safrol em todas as geragdes.

Células mantidas em meio de cultura isento de reguladores de crescimento,

apresentaram capacidade de sintese de safrol ao longo do periodo de cultivo.
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