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Cubtwna de Células Vegetais

I. ASPECTOS GERAIS

1.1. IMPORTANCIA DO REINO VEGETAL NA PRODUCAO DE COMPOSTOS
NATURAIS

H4 milénios que o Homem recorre as plantas e as suas propriedades terapéuticas
para prevenir e curar doencas. J4 no manuscrito de Bower, da India, 450 a. C., o
alho era mencionado para o tratamento de dores abdominais. Também no papiro de
Ebers, o alho era mencionado no tratamento de feridas (Essman, 1984). Hipdcrates,
um dos maiores servidores da Humanidade, 460 a. C., jd prescrevia 6pio, mandra-
gora e meimendro como narcotizantes, absinto e pequena centdurea como febrifugas
e escamonia e euférbia como purgativas (Delaveau, 1982).

As plantas revestem-se, hoje, de enorme importancia econdémica porque té€m
uma larga aplicagao nas industrias alimentar, quimica, construgdo, téxtil, papel e
produgao de energia (Fowler, 1983; Fowler e Scragg, 1988). Na indistria quimica,
as plantas sdo geralmente utilizadas na producao de medicamentos, cosmética, agro-
quimicos, aromas, fragrancias, pigmentos, adogantes € enzimas. A generalidade
destes compostos pertence ao grupo dos metabolitos secunddrios, que, embora ndo
sendo necessdrio para o crescimento e/ou reproducao do organismo, expressam a in-
dividualidade das espécies em termos quimicos (Haslam, 1986).

O desenvolvimento da sintese quimica tem vindo a substituir, com alguma vanta-
gem comercial, a obtengao de alguns metabolitos secunddrios de origem vegetal,
por garantirem, na generalidade dos casos, uma maior rentabilizagdo da produgao
dos principios activos € uma maior homogeneidade na qualidade dos mesmos. Con-
tudo, em alguns casos, as substdncias continuam a ser preferencialmente obtidas a
partir da planta, quer por impossibilidade de sintese quimica, devida a complexida-
de da estrutura, que inviabilizaria o processo do ponto de vista econémico, quer pe-
la maior toxicidade cumulativa apresentada por alguns compostos de sintese
(Fowler, 1983).

Para a obtencdo de metabolitos secunddrios com interesse, s3o necessdrias, na ge-
neralidade dos casos, grandes quantidades de material vegetal. Tais necessidades
podem levar a extin¢ao da espécie possuidora do principio activo, como € o caso de
Taxus brevifolia, espécie produtora de taxol (Hostettmann ¢ Hamburger, 1991), ou
exigir plantagdes em larga escala. Ora, a ocupagdo de grandes dreas com este propo-
sito, € incompativel com a necessidade, cada vez maior, de libertar os terrenos para
a producdo agricola. Além disso, a produgao por este processo, contraria as tendén-
cias actuais do mercado, que aliam o lucro, com o menor risco possivel, a grande
exigéncia em termos de qualidade. Neste contexto, a cultura "in vitro" de células
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vegetais pode constituir uma alternativa vélida a produgdo de biomassa e de produ-
tos naturais com interesse.

1.2. CULTURA DE CELULAS VEGETAIS E SEU INTERESSE NA PRODU-
CAO DE COMPOSTOS NATURAIS

A substitui¢ao dos métodos tradicionais de producdo de metabolitos secunddrios
pela cultura "in vitro" de células vegetais apresenta as seguintes vantagens poten-
ciais: 1) independéncia em relacdo aos factores ambientais, tais como o clima, pra-
gas, doengas e restricoes geogrdficas; 2) a natureza intensiva da produgdo de com-
postos em cultura poderd libertar as terras para a agricultura; 3) a cultura de células
poderd apresentar vantagens nos casos em que as plantas dificilmente crescem em
condigoes naturais, devido ao seu ciclo de vida longo; 4) o relativo grau de controlo
das condigoes de cultura, poderd permitir que os niveis de producao sejam alcanga-
dos mais de acordo com a procura do mercado; 5) maior qualidade do produto po-
derd ser assegurada utilizando linhas de células perfeitamente caracterizadas; 6) no-
vas vias de sintese poderdo ser estabelecidas em linhas de células mutantes, obten-
do-se novos produtos até entdo nunca encontrados na planta; 7) algumas culturas de
células poderdo ser utilizadas em processos de biotransformagao de substratos espe-
cificos, levando a obtencao de substdncias com interesse (Mantell et al., 1985).

Na Tabela 1.1 apresentam-se alguns dos compostos com interesse comercial pro-
duzidos por culturas de células vegetais.

Tabela 1.1. Compostos de interesse comercial obtidos a partir de culturas de células vegetais
(Scragg, 1986)

Composto / Preparado Aplicagdo
Ajmalicina Doengas circulatérias
Codefna Analgésico
Digoxina Cardiot6nico
Diosgenina Produgdo de firmacos esterdides
Jasmina Fragrancias
Piretrinas Insecticidas
Quinina Antimaldrico, aroma
Oleo de rosa Fragrancia
Horteld Fragrancia, aroma
Agafrio Corante, aroma
Xiconina Antibacteriano, corante
Vimblastina, vincristina Leucemia

Embora todos os factores atrds referidos se apresentem favordveis a producdo de
compostos naturais, sO muito raramente as culturas de células vegetais se t€ém reve-
lado economicamente vidveis. A viabilidade traduz-se na produtividade medida em
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termos de quantidade de produto sintetizado por unidade de volume de cultura, num
intervalo de tempo definido (Fowler, 1988) e que depende, fundamentalmente, da
taxa de crescimento das células, producao de biomassa, produgao do composto e do
nuimero de subculturas que podem ser efectuadas nesse intervalo de tempo (Fowler e
Scragg, 1988). Para os resultados relativamente desanimadores contribuem o cresci-
mento mais lento das células vegetais em relagdo aos microrganismos, a utilizagdao
de meios de cultura de formulacao dispendiosa, a tendéncia generalizada da acumu-
lagdo dos produtos nas células, em vez dos excretarem para o meio de cultura, € a
menor producdo dos metabolitos pelas culturas de células em relagdo a planta (Barz
e Ellis, 1981; Rokem et al., 1985).

Para alguns autores, esta menor producao nas culturas de células vegetais € justi-
ficada pela dorméncia ou repressao dos genes codificantes de determinadas enzimas
especificas de uma via metabdlica (Bohm, 1980; Einstein, 1985). No entanto, para
outros, este facto parece improvdvel devido a totipoténcia das células vegetais em
cultura (Butchér, 1977, Shargool, 1982; Constabel, 1987). Assim, o fracasso da
producdo dos metabolitos secunddrios resultaria ou de alteragdes epigenéticas verifi-
cadas nas culturas (Shargool, 1982), ou das propriedades fisiolégicas e morfolégicas
das células desdiferenciadas em cultura, pois, apresentam, uma diferenciagao celular
e um desenvolvimento tecidular organizado limitado ou nulo (Butcher, 1977; Cons-
tabel, 1987).

Na verdade, muitos metabolitos secunddrios nao sdo produzidos em cultura por-
que a sua sintese ocorre apenas em células diferenciadas e especializadas ou em te-
cidos organizados. A titulo de exemplo refira-se a produgdo de escopolamina, por
cultura de raizes em suspensdao de Hyoscyamus niger, e de piretrinas, por cultura de
rebentos de Pyrethrum, ou ainda dos dleos essenciais, que sao geralmente sintetiza-
dos por células secretoras, de estruturas especializadas, necessitando, por isso de
elevado grau de citodiferenciacao (Staba, 1985; Guern ef al., 1987). Segundo New-
mamm (1989), para as c€lulas em cultura produzirem e acumularem metabolitos se-
cunddrios, € necessdrio que a interfase seja relativamente longa. Se o intervalo entre
duas mitoses for curto, as células sdo incapazes de se diferenciar em células especia-
lizadas, com um conjunto de enzimas e uma ultrastrutura apropriados para a produ-
¢do e armazenamento dos metabolitos secunddrios. No entanto, para Charlwood et
al. (1989), a citodifenciagdo ou mesmo a morfogénese nao sdo um pré-requisito pa-
ra a sintese e acumulagdo de isoprendides de baixo peso molecular, porquanto calli
de Pelargonium mantidos em condig¢des nutricionais, de luminosidade e regulacdao
hormonal apropriadas produziam e acumulavam 6leo essencial.

Do exposto fica patente que a produ¢do de compostos naturais com interesse, por
culturas de células vegetais, s6 encontra aplicagdo biotecnoldgica se as reacgoes fo-
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rem especificas e, portanto, ndo possam ser efectuadas por microrganismos ou por
sintese quimica. Pesem embora as limitagoes jd apontadas, as culturas de células de-
vem continuar a ser alvo de estudo, pois podem ser de extrema utilidade nos seguin-
tes dominios: 1) produgao de metabolitos secunddrios com interesse, sempre que 0s
niveis sejam superiores aos da planta, ou quando a mesma n3o se encontra disponi-
vel; 2) producdo dos metabolitos secunddrios por biotransformagao, a partir de pre-
cursores de baixo custo, que ndao possam ser eficientemente transformados por
processos quimicos ou microbioldgicos; 3) producao de novos compostos, com
propriedades bioldgicas particulares e tteis; 4) produgdo de compostos especificos
de plantas (enzimas) que sO possam ser obtidos a partir de células vivas; 5)
elucidacdo de algumas vias biossintéticas, servindo como fonte adequada de enzi-
mas, mRNA e genes do metabolismo secundério, uma vez que as células vegetais,
em cultura, apresentam uma actividade metabdlica mais elevada do que a das res-
pectivas plantas diferenciadas (Barz e Ellis, 1981; Lindsey e Jones, 1989; Zenk,
1991). Esta tltima alinea €, s6 por si, suficiente para justificar a utilizagao de cultu-
ras de células vegetais, pois a informagao disponivel do metabolismo vegetal e sua
regulacdo € muito reduzida.

Estudar a cinética do crescimento celular ¢ a formac¢dao dos metabolitos secundd-
rios sdo etapas essenciais a compreensao dos mecanismos reguladores do metabolis-
mo secunddrio. Em relagao ao crescimento celular, podem considerar-se dois mode-
los de acumulagao de metabolitos secunddrios: 1) acumulagdo durante a fase estacio-
ndria, quando o crescimento celular € quase nulo; a maioria das culturas de células
vegetais estudadas caem neste modelo; 2) acumulagdo durante a fase exponencial em
estreita associagdo com a divisdo celular; a acumulacdo da betacianina, pelas cul-
turas de Phyrolaca americana, é um exemplo deste modelo (Sakuta e Komamine,
1987; Komamine et al., 1989).

1.3. VIAS PARA UMA PRODUCAO OPTIMIZADA DE METABOLITOS SE-
CUNDARIOS

Vdrios métodos e técnicas tém sido utilizados na tentativa de aumentar a sintese e
a acumulacdo de metabolitos secunddrios, por culturas de células vegetais em sus-
pensdo:
I- Optimizagao das condicoes de cultura;
2- Adicao de precursores;
3- Seleccdo de linhas celulares;
4- Seleccdo de linhas mutantes;
5- Diferenciagdo e/ou morfogénese;
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6- Imobilizagao;

7- Transformagao;

8- Micropropagacao;
9- "Two-phase culture"
10- Elicitagao.

1.3.1. OPTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTURA

Diversos factores fisicos (luz, temperatura, arejamento, pH) e quimicos (compo-
sicdo do meio e regulacdo hormonal) afectam a cinética de crescimento celular € a
produgdo de metabolitos secunddrios.

1.3.1.1. Factores fisicos

O efeito da luz, da temperatura, do arejamento € do pH do meio, na produgio de
biomassa e de metabolitos secunddrios, tém sido estudados por diversos autores.

Geralmente, a acumulacdo de metabolitos secunddrios, nas culturas, nio aumenta
para temperaturas superiores a 25 °C. As culturas mantidas, por exemplo, a 30 °C,
acastanham rapidamente e morrem (Watts er al., 1984; Mulder-Krieger et al.,
1988).

Na produgdo de alcaldides, as temperaturas baixas (16 °C), parecem ser mais fa-
vordveis do que as temperaturas mais elevadas. No entanto, o crescimento celular €,
nestas condicoes, fortemente reduzido. A temperatura de 16 °C, o conteido elevado
de alcaldides nos vacuolos parece dever-se a um balanco modificado entre a sintese
e a degradagdo e nao a uma sintese aumentada (Heidjen, 1989).

Segundo Watts er al. (1984), as células em suspensdo de Apium graveolens,
quando mantidas a temperatura de 4 °C, durante os primeiros cinco dias de cultura,
libertavam limoneno para o meio de cultura, apds serem transferidas para 25 °C.
Estes resultados n3o se verificavam nas culturas controlo, mantidas a 24 °C.

As condiges de iluminagdo afectam a producdo de terpenos, de flavondides e de
outros pigmentos em células em cultura (Corduan e Reinhart, 1972; Brown e Charl-
wood, 1986; Jordan er al., 1986; Charlwood er al., 1988; Mulder-Krieger er al.,
1988; Berger et al., 1990). A presenca ou auséncia de luz e bem assim o tipo de luz
incidente revelaram-se factores determinantes na produgao de metabolitos secunda-
rios. Segundo Corduan e Reinhart (1972), a biossintese de 6leos essenciais em cul-
turas de Ruta graveolens mostrou ser dependente da qualidade e intensidade lumino-
sas. Estas culturas, sob luz permanenente (Cool White, 250 lux), produziam dleos
essenciais semelhantes aos encontrados na planta mae. Em contrapartida, o tipo de
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compostos produzidos variava significativamente quando as culturas eram sujeitas a
outros comprimentos de onda ou mantidas as escuras (Corduan e Reinhart, 1972).
Outros autores (Tabata e Fujita, 1985) mostraram que as culturas de Lithospermum
ndo produziam shikonina, quando expostas a luz branca ou azul, ndo sendo, no en-
tanto, afectadas pela luz vermelha ou verde. Estas culturas, quando mantidas as es-
curas, produziam igualmente a shikonina, tornando o processo economicamente
mais vidvel, sempre que se trabalha em fermentador e em larga escala. Também em
muitos casos, a luz ndo parece ser necessdria a producao de 6leos essenciais em
cultura (Mulder-Krieger et al., 1988). Charlwood et al. (1988) verificaram um au-
mento da produ¢do de monoterpenos em culturas de Pelargonium fragans, quando
estas eram transferidas de luz permanente para a escuridao. Igualmente, Figueiredo
(1992) observou um aumento na produgao de dleos essenciais quando as culturas de
Achillea millefolium eram transferidas para a escuriddao, depois de estarem em
condicoes de fotoperiodo.

Segundo Trotin et al. (1992), as culturas de Fagopyram esculentum produziam
catequinas e procianidinas, quer as escuras, quer na presenca de luz. Weathers et al.
(1992) verificaram, por outro lado, que a luz inibia a formagdo de capsaicina em
calli de Capsicum annuum.

Verificou-se, em alguns casos, que o efeito da luz na formagao de antocianinas e
serpentina, dependia, ainda, da composi¢do do meio de cultura. Os estudos efectua-
dos permitiram concluir que o efeito da luz na acumulacdo daqueles compostos era
maior quando no meio existiam baixas concentracoes de 2,4-D, fosfato e azoto inor-
géanico (Heijden, 1989).

O fornecimento de oxigénio a cultura de células em suspensdo em sistema
"batch" depende da permeabilidade da rolha e da intensidade da agitacao (Heijden,
1989). Verificou-se, nalguns casos, que niveis elevados de oxigénio, dissolvido no
meio, eram responsdveis por uma maior produ¢ao de metabolitos secunddrios (Fow-
~ler, 1986). Segundo Fontanel e Tabata (1987), as culturas de células em suspensdo
de Lithospermum erythrorhizon produziam mais shikonina quando, em fermentador,
se aumentava os niveis de oxigénio (Fontanel e Tabata, 1987). Embora pouco ex-
plorada, como método para aumentar a producdo de voldteis em cultura, a adi¢ao de
CO, aumentou a producdo de monoterpenos em culturas de Vitis vinifera e de com-
postos caracteristicos do aroma de maca em culturas de Malus sp. (Mulder-Krieger
et al., 1988).

Segundo Heijden (1989), para valores de pH entre 5,5-6,5, a produgao de alca-
16ides nao variava significativamente, embora, algumas linhas celulares (PRL#953)
acumulassem niveis mais elevados de alcaldides quando mantidas em meio de cultu-
ra a pH 7 (Heijden, 1989).
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1.3.1.2. Composi¢cdo do meio e regulacao hormonal

O meio de cultura, constituido por uma fonte de carbono, uma fonte de azoto,
fésforo, vitaminas, sais minerais e fitorreguladores, deve ser capaz de induzir e
manter o crescimento das células vegetais, e, se possivel, permitir a producao de
metabolitos secunddrios com interesse.

A produgdo "in vitro" de metabolitos secunddrios, para além de depender da es-
pécie vegetal em estudo, € afectada, ainda, pela composi¢ao do meio (Mulder-Krie-
ger et al., 1988; Sakamura e Suga, 1989; Berger et al., 1990). Da andlise da produ-
¢do de dleo essencial, por culturas de Thymus vulgaris, verificou-se que o meio base
MS era, de entre cinco meios ensaiados, o que mais favorecia a produgao de terpe-
nos (Sugisawa et al., 1988).

A sacarose € a fonte de carbono geralmente usada na cultura de células vegetais,
por se revelar mais eficiente, tendo-se verificado que concentragdes diversas deste
acucar afectam n3o s6 o crescimento celular como a producao de metabolitos secun-
dérios (Gautheret, 1955; Tabata e Fujita, 1985; Sakuta e Komamine, 1987; Fowler
e Stafford, 1992). Os dissacdridos maltose, lactose, celobiose, melobiose e trealose
(Herouart et al., 1991) tém sido, igualmente, usados nas culturas de células vege-
tais, e bem assim os monossacdridos glucose, frutose, manose e galactose (Amorim
et al., 1977, Sahai e Shuler, 1984; Thompson e Thorpe, 1987; Borkowska e
Szczerba, 1991) e o trissacdrido rafinose (Gautheret, 1955). Também neste caso,
t€m sido testadas concentra¢Oes diversas no intuito de melhorar a produtividade
(Fowler e Stafford, 1992). Em caso algum, foi possivel estabelecer qualquer relagao
entre pressao osmotica, devida a presenga do agicar, e a produgdo de metabolitos
secunddrios (Sakuta e Komamine, 1987).

Os sais de amoénio e os nitratos sao geralmente usados em cultura de células ve-
getais como fonte de azoto. O aménio €, normalmente, usado em concentragao infe-
rior a do nitrato e, portanto, com um desaparecimento mais rdpido do meio de cul-
tura (Heijden, 1989).

A adigao de aménio e nitrato ao meio de cultura leva a um rdpido aumento de
biomassa mas tem como contrapartida uma inibi¢do da biossintese de metabolitos
secunddrios (alcaldides, antocianinas e fendis). A acumulagao destes compostos €
fortemente aumentada reduzindo o azoto mineral (Heijden, 1989). Por outro lado, a
producao dos metabolitos secunddrios € influenciada pelas relagdes aménio/nitrato e
azoto inorgédnico/sacarose dos meios de cultura (Sakuta € Komamine, 1987).

O fosfato € um elemento importante na regulagao do crescimento e do metabolis-
mo secunddrio, sendo rdpida e completamente consumido do meio de cultura, para
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ser armazenado no vacuolo. Este rdpido consumo do fosfato provoca um aumento
da sintese do ATP, durante a fase de crescimento exponencial das células. Verifica-
se, geralmente, que valores iniciais mais elevados de fosfato estimulam o cresci-
mento e a sintese proteica, observando-se um comportamento inverso, no que diz
respeito a indugao e acumulagdo de alcaldides (Heijden, 1989).

Os micronutrientes geralmente usados (cdlcio, magnésio, sédio, potdssio, sulfato,
molibdénio, zinco) ndo parecem influenciar a acumulac¢do de polifendis e alcaldides,
ao contrdrio do que se verifica com o suplemento vitaminico, que influencia qualita-
tiva e quantitativamente a produgdo de alcaldides (Heijden, 1989). Segundo Inagaki
et al. (1991) a produgao de biomassa e de verbascosido era aumentada em cultura
de cé€lulas de Leucosceptrum japonicum, quando a concentracao de sais do meio BS
era reduzida para metade.

A natureza e a concentracao de fitorreguladores, presentes no meio de cultura,
influencia quer o crescimento, quer a indugao e a acumula¢do de metabolitos secun-
ddrios. O 2,4-D, sendo uma hormona muito usada em culturas de células vegetais
para a obtengao de calli, tem o inconveniente de, nalgumas células vegetais, inibir a
sintese de metabolitos secunddrios (Everett e Street, 1979; Lindsey e Yeoman,
1983a; Morris et al., 1985; Morris, 1986; Robins et al., 1986; Takeda, 1988).

Segundo Sugisawa et al. (1988), nas culturas de Thymus vulgaris, a combinacio
de 2,4-D (10 ppm) / Kin (10 ppm) quintuplicava a producao de dleo essencial, reia-
tivamente a vdrias outras suplementacoes hormonais ensaiadas. A producio de dleo
essencial nas culturas de Coleonema album revelou-se igualmente dependente da
regulacao hormonal utilizada (Berger er al., 1990). Igualmente, Ozeki er al. (1989,
1990) observaram a inibi¢ao da sintese de antocianinas em culturas de células em
suspensao de cenoura, mantidas num meio contendo 2,4-D.

Dos diversos estudos efectuados, pode concluir-se que o meio optimizado para o
crescimento celular ndo €, na generalidade dos casos, o0 meio adequado para a pro-
dugdao de metabolitos secunddrios. Alguns autores preferem, num primeiro passo,
subcultivar as células em meio optimizado para o crescimento celular, e, s6 depois,
transferi-las para meio optimizado para a producdo (Sakuta e Komamine, 1987). Es-
ta foi, por exemplo, a metodologia seguida por Tabata e Fujita (1985) para a opti-
mizagao da produgao de shikonina.

1.3.2. ADICAO DE PRECURSORES

Com o objectivo de melhorar a producdao de metabolitos secunddrios com interes-
se, t€m-se recorrido a processos de biotransformagdo de compostos precursores. Os
precursores podem ser metabolitos primdrios, como por exemplo a fenilalanina ou
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metabolitos mais proximos dos compostos pretendidos, cuja biotransformagdo se
pode dar num unico passo (Fowler e Stafford, 1992). Parece, no entanto, que ndo
se deve fazer qualquer generalizagao sobre o efeito positivo ou negativo da adi¢do
do precursor, a ndo ser nos casos em que as linhas celulares estio bem definidas e
caracterizadas (Deus e Zenk, 1982). Esta conclusdo baseia-se no facto de, diferentes
linhas celulares, obtidas a partir de uma mesma populagdo celular, poderem apre-
sentar comportamentos diversos, perante a adicao de um mesmo precursor. O tripto-
fano e a triptamina sao dois precursores de alcaldides inddlicos, usados em culturas
de células de Catharanthus roseus. Em determinadas linhas celulares ambos os pre-
cursores afectam positivamente a produgdo; noutras linhas, t€ém um efeito negativo
(Deus e Zenk, 1982).

As principais reacgdes observadas nos processos de biotransformagao, em cultura
de células vegetais, envolvem: oxidacdo, reducao, hidroxilagdao, metilacdo, desmeti-
lacdo, isomerizacgao e epoxidacdo, para além de reacgoes de conjugagao. Os grupos
glicosilo, acilo, aminoacilo, amino e peptidilo podem ser adicionados a grupos fun-
cionais do substrato (Barz e Ellis, 1981).

A formacdo do 4cido rosmarinico ndo € influenciada por diversas concentragdes
de 4cido shiquimico, L-fenilalanina e L-tirosina adicionados as culturas em suspen-
sao de Coleus blumei (Bohm, 1980). Por seu turno, a adi¢do de 4cido o-succinilben-
zbico as culturas em suspensao de Galium mollugo provocou um aumento da produ-
¢ao de antraquinonas (Bohm, 1980).

O colesterol adicionado a culturas de células de Dioscorea deltoidea provocou o
aumento da producao de diosgenina. O mesmo precursor, adicionado a culturas de
D. mertonensis levou, por seu turno, a produgao de cardendlidos (Staba, 1977).

Culturas de células de Digitalis lanata biotransformaram [-metildigitoxina em (-
metildigoxina (Misawa e Suzuki, 1982).

A adi¢do ao meio de cultura de precursores, mais ou menos longiquos, das vias
de sintese dos Oleos essenciais, tem sido também testada com vista a estimular a
producdo de voldteis (Banthorpe et al., 1986; Banthorpe, 1988; Mulder-Krieger et
al., 1988). Culturas de calli de Pelargonium fragans, as quais se adicionaram d4ci-
dos organicos ao meio de cultura, produziam cerca de 225 vezes mais de 6leo do
que as culturas controlo (Charlwood er al., 1988). A adi¢do de 4cido mevaldnico ao
meio de cultura de calli de Thymus vulgaris foi responsdvel pelo aumento da produ-
¢ao de dleo essencial em cerca de doze vezes (Sugisawa et al., 1988).

Alguns dos compostos adicionados ao meio de cultura influenciam o metabolismo
secunddrio de forma indirecta, ao provocarem o crescimento e a diferenciagao celu-
lares. Arfmann et al. (1985) administraram a S-azacytidina as culturas de células de

10



Aspectos gerais

Catharanthus roseus e conseguiram a produg¢ao de lirioresinol B-mono-fB-glucosido,
por indugao da diferenciagado celular.

Numa revisdo recente, Suga e Hirata (1990) referem-se aos vérios tipos de meca-
nismos de reac¢ao e estereoquimica envolvidos nos processos de biotransformagao,
em trinta espécies vegetais em cultura, cobrindo duzentos substratos, incluindo célu-
las vegetais imobilizadas.

1.3.3. SELECCAO DE LINHAS CELULARES

As culturas de células vegetais sdo bastante heterogéneas, quer na capacidade de
acumular metabolitos secunddrios, quer na capacidade de catalisar reacqées especifi-
cas de uma determinada via biossintética (Stafford et al., 1986).

Aberracoes cromossdmicas podem ser uma das razdes para a diferente capacidade
de produzir metabolitos secunddrios bem como para a maior ou menor frequéncia de
uma determinada variante celular, na cultura de células. Refira-se, por exemplo que
as c€lulas em cultura de Carharanthus roseus, grandes produtoras de alcaldides
apresentavam, em regra, 16 cromossomas, nimero igual ao das células das raizes da
planta, zona preferencial de producdo de alcaléides. Por seu turno, uma outra linha-
gem de células, com baixa produgdo de alcaldides, apresentava duplicagdo do nime-
ro de cromossomas além de aneuploidia (Deus e Zenk, 1982).

A selecgdo de linhas celulares altamente produtoras de metabolitos efectua-se por
clonagem. Dois métodos sdo, geralmente, utilizados: a clonagem partindo de uma
célula ou protoplasto ("single cell cloning") e a clonagem usando pequenos aglome-
rados celulares (10-100 células) ("small cell aggregate cloning") (Yamada, 1984;
Fontanel e Tabata, 1987). A determinacdo do método mais eficiente €, contudo,
contraditdria, uma vez que para ambas as técnicas hd descrigdes de instabilidade e
heterogeneidade produtiva, embora, nalguns casos, o problema possa ser ultrapassa-
do fazendo uma selecgdo repetida até que a produtividade estabilize (Yamada, 1984;
Dougall, 1987; Fontanel e Tabata, 1987).

Em muitos casos, 0 método da clonagem de células isoladas € o que apresenta
maior variabilidade na produ¢do de compostos por se verificar ai uma maior varia-
¢do do nimero de cromossomas (Yamada, 1984; Dougall, 1985). Segundo alguns
autores, esta alteracao pode dever-se a auséncia de organizacdo meristematica neste
tipo de culturas (Stafford et al., 1986).

AlteragOes genéticas, como sejam a poliploidia, aneuploidia, rearranjos intracro-
mossémicos, variabilidade no DNA mitocrondial e alteracdes epigenéticas como se-
jam a metilagdo do DNA e a amplificacdo de genes instdveis sao alguns dos factores
apontados para a inactivagao dos genes responsdveis pela sintese dos metabolitos se-
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cunddrios (Stafford er al. ,1986). Além destes, factores de ordem fisioldgica (condi-
¢Oes nutricionais, de agregagao e de divisdo celulares) podem ser também responsa-
veis pela instabilidade verificada por diversas linhas de células (Dougall, 1987; Ber-
lin, 1988).

Vdrias técnicas tém sido aplicadas para detectar e isolar as células com elevada
producgao: 1) métodos directos (observacao directa da cor para compostos corados,
ou observacdo fluorimétrica para compostos fluorescentes); 2) métodos indirectos
socorrem-se a reacgdes coradas, cromatografia ou ensaios de radioimunidade (Ya-
mada, 1984; Fontanel e Tabata, 1987).

1.3.4. SELECCAO DE LINHAS MUTANTES

O recurso a técnicas para a obtengao de mutantes, com o propdsito de seleccionar
linhas de células vegetais altamente produtoras de metabolitos secunddrios, tem-se
revelado dificil por se conhecer mal algumas vias biossintéticas e ser dificil manipu-
lar as células vegetais (Widholm, 1987).

A criagao de linhas celulares, resistentes a determinados compostos toxicos, pode
levar a acumulacdo de metabolitos secunddrios (Widholm, 1987).

A resisténcia de uma linha celular a um composto téxico, anéiogo ao composto
pretendido, pode dever-se a producdao, em larga escala, do metabolito desejado.
Com efeito, teores elevados do composto pretendido acabam por diluir o composto
téxico, no meio de cultura e, portanto, eliminar a sua toxicidade. Tais mutantes po-
dem ser seleccionados facilmente a partir de uma populagdo grande porque possuem
a capacidade de crescer mesmo na presenga do inibidor. Geralmente, utilizam-se
andlogos de metabolitos primdrios, pois provocam o aumento da sintese do corres-
pondente metabolito, que por sua vez, pode ser o precursor de um composto secun-
ddrio e, aumentar, portanto, a sua sintese (Widholm, 1987).

As células de tabaco e cenoura resistentes a p-fluorofenilalanina, um andlogo da
fenilalanina, acumulam elevados teores de fendis, devido ao aumento da produgao
de fenilalnina e, consequentemente, da actividade da fenilalanina amoénia liase
(PAL) (Widholm, 1987). Niveis elevados de saponinas foram obtidos em linhas de
células mutantes de ginseng, resistentes a nitrosoguanidina (Staba, 1982).

A resisténcia pode, ainda, ser devida a desintoxicagdo do andlogo. Se esta desin-
toxicagdo for efectuada pela(s) mesma(s) enzima(s) responsdveis pela sintese de me-
tabolitos secunddrios, entdo a selec¢do para a resisténcia pode induzir a um aumento
nos niveis enzimdticos ou nas caracterisiticas cinéticas dos mesmos que levariam,
por sua vez, a uma maior produgao dos compostos secunddrios (Widholm, 1987).
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As linhas de células mutantes sdo mais estdveis e podem ser mantidas sob condi-
¢oes selectivas, ao contrdrio do que se verifica noutras linhas celulares seleccionadas
por outro processo (Berlin, 1988).

1.3.5. DIFERENCIACAQ

A maioria dos metabolitos secunddrios acumula-se em células e tecidos especifi-
cos das plantas superiores, 0 que pressupde uma relagdo entre o metabolismo secun-
dério e o crescimento e diferenciacao morfoldgica das células.

As plantas apresentam estruturas altamente especializadas para a acumulagdo de
metabolitos secunddrios: lacticiferos, bolsas, canais e tricomas secretores, entre ou-
tros. Neste contexto, as células em suspensdao ndo possuem niveis elevados de orga-
nizagdo estrutural, o que pode constituir um obstdculo a biossintese de diversos me-
tabolitos. Hd, no entanto, referéncias sobre a formacdo de terpenos, morfina e co-
deina em cultura de células sem a correspondente diferenciagao morfoldgica (Morris
et al., 1985; Fontanel e Tabata, 1987; Charlwood et al., 1989). De qualquer modo,
a obtencdo de culturas de rebentos, raizes e embrides, a partir de calli e de células
em suspensdo de espécies diversas, tem sido utilizado no sentido de melhorar a
producdo de metabolitos secunddrios (Fowler e Stafford, 1992).

1.3.6. IMOBILIZACAO

Na produc@o de metabolitos secunddrios, a imobilizagao de células vegetais pode
ter algumas vantagens, em relagdo as culturas em suspensdo: 1) maior producdo de
metabolitos secunddrios; 2) uma fase estaciondria mais longa; 3) pdssivel reutiliza-
¢do da biomassa, eliminando a fase de crescimento n3o produtiva; 4) possivel de-
senvolvimento de um processo de produgdao continua, quando o composto € liberta-
do para o meio de cultura; 5) possibilidade de trabalhar com altas concentracoes de
biomassa, o que leva a um aumento de produgao; 6) manutencdo de linhas celulares
de crescimento fraco ou nulo, reduzindo o risco de uma menor produgao (Brodelius,
1984; Fontanel e Tabata, 1987).

A maior produgdo de metabolitos secunddrios, em células imobilizadas, pode de-
ver-se a agregacao celular, o que determina a célula uma certa organizacdo, essen-
cial ao seu metabolismo. O contacto entre as células pode induzir alguma citodife-
renciagdo que, por sua vez, € determinante da produgdo de metabolitos secunddrios
(Lindsey e Yeoman, 1983a; Sakuta e Komamine, 1987; Mavituna, 1988; Yeoman,
1988; Williams e Mavituna, 1992).
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A utilizagio das células imobilizadas pareceu bastante promissora nos processos
que envolviam reacgdes de sintese ou de degradacdo, necessidade de cofactores ca-
ros ou no caso de vias metabdlicas complexas. Contudo, vdrias limitacoes se tém
colocado a este método, destacando-se, principalmente, as dificuldades de permea-
bilizagdo do substrato ou produto, através da membrana plasmdtica, e ainda proble-
mas associados a reaccoes laterais, envolvendo outras enzimas das c€lulas, ou subs-
tancias libertadas por células degenerescentes. Por outro lado, os metabolitos secun-
ddrios ficam, ainda, frequentemente retidos na matriz de imobilizagdo (Berlin et al.,
1989).

As técnicas geralmente empregues na imobilizagao de células vegetais sdo as de
oclusdo em geles sintéticos (poliacrilamida, poliuretano, resina epoxidica), hidratos
de carbono (celulose, agar, K-carragéneo, alginato, quitosano) e proteinas (colagé-
neo, gelatina, fibrina) (Brodelius, 1986).

As espumas reticuladas de poliuretano t€m sido utilizadas, na imobiliza¢ao, para
aumentar a produgdo de Oleos essenciais em cultura. Em culturas de células de
Pelargonium fragans, imobilizadas por este processo, a producao de dleo essencial
foi oito vezes superior a das células ndo imobilizadas (Brown e Charlwood, 1986;
Charlwood et al., 1988).

1.3.7. TRANSFORMACAO

A cultura de células transformadas pode ser uma via alternativa para aumentar a
produgdo de fitoquimicos. Os primeiros passos comegaram jd a ser dados na purifi-
cacdo, caracterizacdo das enzimas chave das vias biossintéticas, no isolamento de
clones de cDNA e na caracterizacao e sintese de genes (Constabel, 1990). A mani-
pulagdo genética pode dividir-se, neste campo, em duas grandes categorias: 1) cul-
tura de 6rgaos transformados, "hairy roots" e "shooty teratomas", para uma elevada
produgdao de metabolitos especificos; 2) transferéncia e expressao de genes estra-
nhos, manipulados artificialmente, incluindo genes modelo e genes especificos, ca-
pazes de alterar o modelo metabdlico (Saito ez al., 1992).

Existem trés vias para introduzir DNA em células vegetais: infec¢do com Agro-
bacterium, introdugdo directa de DNA ou infec¢do com o virus do mosaico da cou-
ve flor (Ca MV) (McPherson e Parish, 1987).

O mais eficiente € o Ti- (tumor inducing) ou Ri- (root inducing) plasmideos das
bactérias Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes respectivamente,
que, durante a infecgdo, transferem um fragmento de DNA especifico (T-DNA) dos
Ti/Ri plasmideos para o genoma da célula vegetal (Dudits, 1987; McPherson e
Parish, 1987; Saito er al., 1992). As células vegetais assim transformadas pelos
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plasmideos Ti e Ri proliferam para formar respectivamente "crown galls" e "hairy
roots".

As "hairy roots", que se formam por alteragao do metabolismo auxinico, crescem
rapidamente na auséncia de fitorreguladores exdgenos. Esta metodologia aplica-se
geralmente a dicotiledoneas e a obten¢do de compostos produzidos nas raizes (Ha-
mill er al., 1987; Saito et al., 1992). Algumas culturas de raizes transformadas li-
bertam os produtos para o meio de cultura, pelo que a produgdo pode ser aumentada
com a utilizacdo de adsorventes e elicitadores fungicos (Hamill er al., 1987). As
"hairy roots" tm sido utilizadas, principalmente, na obtencdo de compostos especi-
ficos das Solanaceae, nomeadamente na produgdo de alcaléides. Porém, outros
compostos tém, também, sido obtidos com "hairy roots" como sejam os cardend-
lidos, saponinas e shikonina (Hamill ef al., 1987, Saito et al., 1992). Estas raizes
evidenciam elevada produtividade e relativa estabilidade da produgio, em contraste
com as culturas de células desdiferenciadas.

As culturas dos tecidos transformados podem, ainda, ser usadas na producdo de
novo ou na biotransformagao de alguns metabolitos especificos, geralmente, produ-
zidos ou biotransformados em folhas e/ou caules clorofilinos das plantas (Hamill er
al., 1987).

1.3.8. MICROPROPAGACAO

A micropropagacao pode vir a constituir uma boa alternativa na multiplicagdo e
manutengdo de plantas que requerem vdrios anos para o seu completo desenvolvi-
mento. A micropropagacao de plantas como Cephaelis ipecacuanha, Panax gin-
seng, Digitalis lanata, Camomila recutita € Papaver somniferum sao alguns dos
exemplos promissores do ponto de vista medicinal (Constabel, 1990). Por seu tur-
no, a micropropagacao de Pelargonium graveolens, Mentha arvensis, Syzigium aro-
maticum, Pimenta dioica, Vanilla planifolia, Rosa sp. € Curcuma longa, tem sido
correntemente utilizada na drea das industrias de 6leos essenciais (Stones, 1988).

A variagdo somaclonal tem sido utilizada como via de selec¢do de espécies de
elevada producdo de fitoquimicos com interesse medicinal e industrial. A grande
desvantagem deste processo € a auséncia de estabilidade nos quimiovariantes obtidos
(Constabel, 1990).

1.3.9. "TWO-PHASE CULTURE"

A produgdao de metabolitos secunddrios, libertados para o meio de cultura, em
baixas concentragoes, pode ser melhorada usando a cultura em duas fases "two-
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phase culture". Por este processo, utilizam-se locais artificiais de acumulagio e/ou
conservagao, de cardcter tempordrio, dos produtos secretados pelas culturas de célu-
las. Este sistema pode também, revelar-se de grande utilidade na obtencdo de alguns
compostos téxicos, constituintes dos dleos essenciais (Bisson et al., 1983; Witte er
al., 1983; Charlwood et al., 1988; Cormier e Do, 1988). Esta metodologia pode
ainda ser util para a obtencao de metabolitos que se degradem ou volatilizem facil-
mente (Beiderbeck e Knoop, 1987).

O sistema de duas fases, por vezes utilizado nas culturas de células vegetais,
contém o meio de cultura (fase aquosa) e uma pequena quntidade quer de material
lipéfilo, sob a forma liquida ou sdlida, quer de adsorventes polares. Estes ultimos
podem ser constituidos por resinas numa base de poliestireno, por carvdo activado,
por polivinilpirrolidona insoluvel, ésteres do dcido acrilico, por silicato de aluminio
e por sddio sintético (Beiderbeck e Knoop, 1987).

Os adsorventes solidos reduzem, geralmente, o crescimento celular, quer por al-
terarem o pH do meio de cultura quer por removerem alguns componentes essen-
ciais do meio de cultura (Beiderbeck e Knoop, 1987). A adi¢do do adsorvente sélido
apolar Lichroprep RP-8, as culturas de Mentha piperita, permitiu a acumulagdo de
monoterpenos, embora em concentragao reduzida (Cormier € Do, 1988), e de ane-
tol, nas culturas de Pimpinella anisum (Mulder-Krieger et al., 1988). Em muitos
casos, a adi¢ao de Miglyol (adsorvente liquido apolar), ao meio de cultura, foi o
processo que melhores resultados deu na producdo e quantificagdo de dleos essen-
ciais, excretados para o meio, como, ainda, na detec¢do de terpenos que, pela sua
volatibilidade, ndao sao normalmente isolados (Bisson et al., 1983; Berlin et al.,
1984; Charlwood et al., 1988; Mulder-Krieger er al., 1988). O aumento da quanti-
dade destes metabolitos parece dever-se a sua maior acumula¢do no Miglyiol e ndo a
uma sintese de novo. Segundo Cresswell et al. (1989), o aumento da producao dos
terpenos, na presenga de Mygliol, deve-se a protecgao dos voldteis que, de outro
modo, estariam sujeitos as condi¢cOes aquosas e oxidativas que ocorrem "in vitro", a
diminui¢ao das reacgdes de retro-inibi¢ao ou a desrepressdo do genoma. O cresci-
mento celular pode ser afectado pela adigdo de Miglyol ao meio de cultura, depen-
dendo da espécie em estudo. Embora Figueiredo (1992), ndo tenha verificado qual-
quer altera¢ao no crescimento das culturas de células em suspensao de Achillea mil-
lefolium, em consequéncia da adi¢ao de Miglyol, esta metodologia permitiu aumen-
tar o rendimento da producdo de terpenos.
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1.3.10. ELICITACAO

Para além da suberina, da cutina, dos inibidores pré-infeccionais, da formagdo de
calose, de aglutininas e de inibidores enzimadticos, as plantas possuem, ainda, meca-
nismos de defesa que actuam ao menor sinal de dano fisico, desorganiza¢dao de um
tecido ou ataque de um microrganismo (Kuc e Rush, 1985; Barz er al., 1988a). Ne-
ste grupo incluem-se as fitoalexinas, compostos de baixo peso molecular com activi-
dade antimicrobiana, sintetizados de novo em resposta a infec¢do por um microrga-
nismo (Kuc e Rush, 1985). As fitoalexinas acumulam-se no local da infec¢do e nas
células dos tecidos circundantes de forma rdpida e em concentragdo suficientemente
alta para impedir o crescimento do invasor (Darvill e Albersheim, 1984; Kuc e
Rush, 1985).

As fitoalexinas surgem, geralmente, nas dicotiledéneas e angiospérmicas, rara-
mente nas gimnospérmicas € monocotiledoneas. Nao se conhecem referéncias sobre
a sua ocorréncia em plantas nao vasculares (Kuc e Rush, 1985).

A estrutura das fitoalexinas parece ser caracteristica de género e mais frequente-
mente de familia. As plantas pertencentes as Leguminoseae, Solanaceae, Asteraceae
e Convolvulaceae produzem, principalmente, isoflavondides, sesquiterpenos, polia-
cetilenos e furanosesquiterpenos, respectivamente (Kuc e Rush, 1985; Barz er al.,
1988a; Barz er al., 1988b). Contudo, isto ndo constitui uma regra, pois, os estilbe-
nos nao estdao associados a qualquer familia em particular (Stoessl, 1982).

A sintese das fitoalexinas € desencadeada por moléculas a que se dd o nome de
elicitadores. Os elicitadores podem ser classificados em bidticos, quando tém uma
origem bioldgica, e abidticos se resultam de um "stress" fisico ou quimico (radiacao
ultravioleta, exposi¢ao ao calor ou ao frio, etileno, fungicidas, antibidticos, sais de
metais pesados, altas concentragoes de sais) (Deverall, 1982; Eilert, 1987).

Embora tenha sido sugerido no Sixth International Congress for Plant Tissue and
Cell Culture (1986) que o termo elicitador se utilizasse apenas para os compostos de
origem bioldgica, os restantes denominar-se-iam agentes de "stress" abidticos
(Eilert, 1987), neste trabalho, continuar-se-a a utilizar a terminologia cldssica (elici-
tadores bidticos e abidticos). Assim, os elicitadores bidticos podem ter origem tanto
nos microrganismos como na propria planta, denominando-se, neste caso, elicitado-
res endégenos (Bailey, 1982; Darvill e Albersheim, 1984).

Do ponto de vista quimico, os elicitadores podem ser polissacdridos; proteinas;
glicoproteinas; dcidos gordos insaturados, provenientes de fungos ou bactérias ou
fragmentos pécticos da parede celular de plantas (oligossacdridos contendo residuos
de dcido galacturénico) (Darvill e Albersheim, 1984; Kuc e Rush, 1985; Barz er
al., 1988b).
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Na elicitagao podem considerar-se trés tipos diversos de interac¢ao planta-micror-
ganismo: 1) libertagao do elicitador pelo microrganismo e consequente reconheci-
mento pela planta, devido a presenga de um receptor a nivel do plasmalema; 2) li-
bertagdo de elicitadores enddgenos pela acgdo de enzimas microbianas que actuam
sobre a parede celular do hospedeiro; 3) libertagao de elicitadores exdgenos pela ac-
¢do de enzimas produzidas pelo hospedeiro que actuam sobre a parede celular do
microrganismo (Eilert, 1987).

Sabendo que as células vegetais respondem a elicitadores de estrutura diversa
com a activa¢do dos mesmos genes, Scheel e Parker (1990) propuseram dois mode-
los hipotéticos para explicar o fendmeno. No primeiro modelo, elicitadores com es-
truturas diversas s3o libertados pelo microrganismo ligando-se de seguida a0 mesmo
receptor, localizado a superficie da membrana plasmdtica da célula vegetal. Daqui
resulta uma unica cadeia de sinais que leva a que os diversos genes de defesa res-
pondam de forma adequada. No segundo modelo, considera-se a existéncia de re-
ceptores especificos para cada elicitador e portanto sinais individuais diversos, aos
quais o nticleo tem de responder.

Apés o reconhecimento do elicitador, pela célula hospedeira, inicia-se 0 processo
de activacdo do gene. Para tal, parece ser necessdria a presenga de cdlcio, porquanto
na expressao dos genes intervém cinases cdlcio-dependentes (Eilert, 1987; Barz et
al., 1988b; Constabel, 1989; Scheel e Parker, 1990).

A aplicacdo de elicitadores a células vegetais afecta o metabolismo a diversos ni-
veis. Para além dos genes responsdveis pela sintese de fitoalexinas, outros genes sao
activados, levando a sintese "de novo" de enzimas envolvidas na formagdo de polis-
sacdridos, nomeadamente a calose; glicoproteinas ricas em hidroxiprolina; lenhina e
polifendis, que se depositam nas paredes celulares; quitinase; inibidores de proteina-
ses e proteinas relacionadas com a patogénese "pathogenesis-related proteins”.
Ocorrem ainda, alteragdes na estrutura do plasmalema, na actividade respiratoria,
no metabolismo proteico e do fésforo e na produgdo de etileno (Barz ef al., 1988a).

A sintese e a acumulagdo de metabolitos secunddrios, por cultura de células vege-
tais, pode ser melhorada recorrendo ao emprego de elicitadores. Quando as culturas
reagem ao elicitador, esta técnica pode ser vantajosa por: 1) o tempo necessdrio pa-
ra obter o produto é, em geral, reduzido; 2) ndao haver necessidade de introduzir al-
teragdes a composicdo do meio de cultura; 3) os metabolitos serem, em muitos ca-
sos, excretados para o meio de cultura, permitindo extrair o produto sem danificar
as células; 4) a reelicitagdo poder levar a um processo de produgdao semicontinuo; 5)
as células elicitadas poderem ser usadas em ensaios de biotransformagao; 6) em al-
guns sistemas se verificar a produgdo de compostos novos, nao detectados na planta
(Eilert, 1987; Constabel, 1990).
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O metabolismo secunddrio das células em cultura pode ser despoletado pela adi-
¢do de preparados complexos de elicitadores obtidos a partir de virus, bactérias ou
fungos. Tais homogeneizados apresentaram, em muitos casos, actividade superior a
dos compostos activos isolados, devido ao efeito sinergistico dos elicitadores (Eilert,
1987). Na Tabela 1.2 estdao representados varios exemplos de elicitadores utilizados
em cultura de células vegetais:

Tabela 1.2. Elicitadores geralmente utilizados para induzir a acumulagdo de metabolitos secunddrios
em cultura de células vegetais

Elicitador Preparacdo
Pythium aphanidermatum Filtrados, extractos e homogenados
Eurotium rubrum Filtrados e extractos
Micromucor isabellina Filtrados e extractos
Chrysosporium palmorum Filtrados e extractos
Botrytis sp. Homogenados
Dendryphion sp. Extractos
Aspergillus niger Homogenados
Candida albicans Células autoclavadas
Phytophthora cinnamomi Micélio autoclavado
Levedura Preparagdo de hidratos de carbono
Nigerano -

1.4. OBJECTIVOS DO TRABALHO

As Solanaceae € Leguminoseae sdo, do ponto de vista econémico, duas das fami-
lias mais importantes de plantas com flores. As suas espécies fornecem numerosos
alimentos, forragens, corantes, gomas, 6leos e resinas, sendo igualmente cultivadas
como ornamentais. Além disso, é também nestas familias que se encontram algumas
das espécies de plantas medicinais com largo emprego, quer em Medicina tradicio-
nal, quer em preparados oficinais.

Sabendo-se que, em condigoes de stress, muitos dos compostos produzidos pelas
culturas de c€lulas vegetais possuem actividade bactericida e/ou fungicida, no pre-
sente trabalho teve-se como objectivo principal a producdao de metabolitos de stress
por cultura de células em suspensdao de espécies da flora espontinea de Portugal:
Ononis natrix ssp. ramosissima (Leguminoseae) e Hyoscyamus albus (Solanaceae).

Para a elaboragao dos correspondentes protocolos, teve-se em atengao os seguin-
tes objectivos especificos:

1- Obtencdo de culturas de células em suspensdo e defini¢cao das condigdes de cultu-
ra necessarios a obtencao de biomassa;
2- Identificagao dos metabolitos produzidos pelas culturas, em condigoes de stress;
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3- Defini¢do das condigdes de cultura conducentes a uma producdo aumentada dos
compostos maioritdrios.
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Ononis natriy

1. INTRODUCAO

1.1. CARACTERISTICAS GERAIS, DISTRIBUICAO E UTILIZACAO

Ononis natrix € uma espécie vivaz, da familia das Leguminoseae que floresce du-
rante todo o Verdo. Possui uma corola papiliondcea bem marcada, de cor amarela,
frequentemente com nervuras vermelhas ou violdceas. Os caules, com 20-60 cm,
apresentam tricomas glandulosos, por vezes, a mistura com tricomas n3o glandulo-
sos. As vagens, com cerca de 10-25 mm de comprimento encerram sementes casta-
nho escuras (Franco, 1984). Esta espécie aparece, tal como a sua congénere Ononis
spinosa, nas pastagens e terrenos incultos da Europa (exceptuam-se o Norte da Eu-
ropa e regides montanhosas), Africa do Norte e Préximo Oriente (Font Quer, 1981;
Kermalvezin, 1988). Em Portugal, encontra-se difundida no vales do Douro e do
Tejo, no distrito de Lisboa em solo calcdrio ou basdltico, sudoeste e sudeste meri-
dional (Franco, 1984).

Os principios activos de Ononis natrix sdo idénticos aos de Ononis spinosa (Feli-
ciano er al., 1983). Encontram-se nas raizes e possuem propriedades essencialmente
diuréticas. Neste 6rgdo encontram-se também saponinas, tanino e dcido citrico. A
planta jd era conhecida na Antiguidade, sendo utilizada como diurética, no trata-
mento de cdlculos renais. Alguns autores recomendam-na, ainda, para o tratamento
do reumatismo articular, doengas da bexiga e das vias urindrias, na ictericia € no
combate a formacdo de cdlculos urindrios (Font Quer, 1981; Bianchini e Corbetta,
1978). A sua administracdo pode fazer-se sob a forma de infusdo, a qual se junta,
por vezes, funcho. Considerando alguns autores que grande parte dos principios ac-
tivos, € eliminada por evaporacdo, aconselha-se por isso, o seu emprego sob a for-
ma de um extracto fluido ou em xarope (Font Quer, 1981; Bianchini e Corbetta,
1978).

1.2. A ACUMULACAO DE FITOALEXINAS NA FAMILIA LEGUMINOSEAE

A familia Leguminoseae estd dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mi-
mosoideae (confinadas aos trépicos e subtrépicos) e Papilionoideae (confinada es-
sencialmente nas zonas temperadas) (Ingham, 1982a).

Uma das espécies da subfamilia Papilionoideae € a producdo de isoflavondides,
um grupo de compostos esporadicamente encontrado em espécies ndo pertencentes a
esta subfamilia.

Os isoflavondides sao compostos constitutivos, ou sao produzidos em resposta a
um factor de stress (fungo patogénico ou extracto de fungo, virose, radiagdo ultra-
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violeta e sais de metais pesados) (Ingham, 1981a; Ingham, 1982a; Smith e Banks,
1986).

Todos os isoflavondides possuem um esqueleto 1,2-difenilpropano (Fig. 1.1)
que, salvo no caso raro das a-metildesoxibenzoinas constitutivas, se modifica para
dar origem a um anel O-heterociclico central (pirano). Deste modo, os isoflavondi-
des podem ser considerados como compostos derivados do 3-fenilcromano (Fig.

1.2) (Ingham, 1982a).

Fig. 1.1. Esqueleto 1,2-difenilpropano, comum a todos os isoflavonéides.
O .
Fig. 1.2. Esqueleto 3-fenilcromano presente na maioria dos isoflavondides.

Os isoflavondides podem dividir-se em seis grandes classes atendendo ao grau de
oxidagdo dos anéis heterociclicos da molécula: isoflavonas, isoflavanonas, isoflava-
nos (Fig. 1.3), pterocarpanos, pterocarpenos e cumestanos (Fig. 1.4). Estes com-
postos podem apresentar graus diversos de hidroxilagdo, metilagdo e prenilacdo
(Smith e Banks, 1986; Dewick, 1991).

Fig. 1.3. Esqueleto comum das isoflavonas, isoflavanonas e isoflavanos.

Todas as fitoalexinas isoflavondides, encontradas nas leguminosas, sao oxigena-
das nos carbonos C-7 e C-4°, no caso das isoflavanonas, isoflavonas e isoflavanos,
e nos carbonos C-3 e C-9, nas restantes classes (Ingham, 1982a).
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Um pequeno nimero de espécies produz fitoalexinas nao pertencentes ao grupo
dos isoflavondides: benzofuranos, cromonas, flavanonas, furanoacetilenos e estilbe-
nos (Ingham, 1982a). Em alguns casos (Lablab niger, Lathyrus odoratus e Vicia fa-
ba) verifica-se a coexisténcia dos dois tipos de fitoalexinas. Noutros, porém, (Ara-
chis e membros do género Vicia, excluindo V. faba) ndao se conhecem a sintese de
isoflavondides (Ingham, 1982a).

Fig. 1.4. Esqueleto comum dos pterocarpanos, pterocarpenos e cumestanos.

Isoflavonas- De um modo geral, as isoflavonas nd3o sao consideradas fitoalexinas,
porquanto sdao metabolitos secunddrios constitutivos de diversas espécies (Stoessl,
1982).

Isoflavanonas- A kievitona € provavelmente o composto melhor conhecido, de entre
as vdrias fitoalexinas, pertencentes a esta classe. Admite-se que as isoflavanonas se
formem por reducdo das isoflavonas (Stoessl, 1982).

Pterocarpanos e isoflavanos- Muitas das fitoalexinas descritas pertencem a esta clas-
se de compostos. Devido a sua relagdao biogenética, os pterocarpanos e isoflavanos
surgem sempre descritos em conjunto. Em algumas espécies, os dois tipos de com-
postos ocorrem em simultaneo, podendo, nalguns casos, haver mesmo interconver-
sdo "in vivo" (Stoessl, 1982).

A medicarpina e a maackiaina sao dois pterocarpanos isolados de vdrias espécies
de Leguminoseae. A medicarpina €, no entanto, o pterocarpano mais largamente di-
fundido na natureza (Williams e Harborne, 1989). Estes dois compostos foram de-
tectados em, pelo menos, 15 espécies de Cicer (Ingham, 1981a; Jaques et al., 1987)
elicitadas com fungo. Foram igualmente detectados em mais de 55 espécies de Tri-
folium, elicitadas com suspensdes de esporos de Helminthosporium carbonum
(Ingham, 1976a; Ingham, 1978; Ingham, 1990), em vdrias espécies de Caragana,
Trigonella (Ingham, 1979a; Ingham, 1981b), Medicago (Ingham, 1979b), Tephro-
sia (Ingham e Markham, 1982) e em Parochetus communis e Factorovskia ascher-
soniana (Ingham, 1979c). Em espécies de Passaea e Ononis a medicarpina e maac-
kiaina foram detectadas apenas em folhas jovens sujeitas a radiacao UV (254 nm)
(Ingham, 1982b).
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Os isoflavanos, vestitol e sativano, sao duas fitoalexinas com elevada actividade
antifiingica. Estudos recentes revelaram que a genisteina e outros isoflavanos com
dois grupos hidroxilo € um grupo metoxilo, possuem forte actividade fungitdxica,
enquanto isoflavanos com dois ou trés grupos metoxilo sdo praticamente inactivos
(Weidenborner et al., 1990).

Prerocarpenos- Estes compostos caracterizam-se por possuirem um espectro de ab-
sor¢do no UV similar ao dos estilbenos. Ericristagalina € um exemplo de um ptero-
carpeno com actividade antimicrobiana, detectada nas raizes de Erythrina crista-
galli (Williams e Harborne, 1989).

Cumestanos- O estatuto destes compostos, como fitoalexinas, € incerto, porque, em-
bora tenha sido descrita a sua acumulagdo na sequéncia de infecg¢des, ndo se lhes
reconheceram propriedades antifingicas. No entanto, sdo-lhes atribuidas proprieda-
des bactericida e nematodicida. (Stoessl, 1982).

Dentro dos isoflavondides, os cumestanos sdo 0s compostos que apresentam ni-
veis mais elevados de oxidagdes. O cumestrol € o composto melhor conhecido e
estudado dentro desta classe, ocorrendo na natureza, com pelo menos mais trinta e
um outros cumestanos de estrutura conhecida. Estes compostos aparecem numa
grande variedade de tecidos vegetais e parecem ser em resposta a situagoes de stress
(Williams e Harborne, 1989).
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II. MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL

1.1. MATERIAL BIOLOGICO

O trabalho foi efectuado em cultura de células em suspensdo de Ononis natrix
obtidas a partir de calli. Os calli foram obtidos, quer de foliolos ou sec¢des de pe-
ciolos, de plantas recolhidas na Costa da Caparica, costa Oeste de Portugal, quer de
seccoes de hipocdtilos de germinantes obtidos assepticamente. As sementes utiliza-
das foram também colhidas na Costa da Caparica.

Em alguns ensaios de elicitagdo utilizaram-se preparados obtidos de micélio de
Phytophthora cinnamomi e de células de Candida albicans.

1.2. REAGENTES E SOLVENTES

Excepto o hipoclorito de cdlcio, utilizado na esterilizagao do material vegetal, to-
dos os outros reagentes bem como os solventes empregues foram de qualidade anali-
tica ou purificados pelas técnicas habituais.

Na cromatografia em camada delgada analitica utilizaram-se placas de gel de sili-
ca 60 Fys54, em suporte de aluminio (Merck n® 5564) e na cromatografia de camada
delgada preparativa utilizaram-se placas de gel de silica 60 F,s4, em suporte de vi-
dro (Merck n° 5717) ou de aluminio.

2. METODOS

2.1. OBTENCAOQO DE CALLI E DE CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAQ
2.1.1. GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE ONONIS NATRIX

As vagens foram desinfectadas superficialmente com uma solu¢do de hipoclorito
de cdlcio comercial a 10 % (p/v), durante 20 min, com agitagdo, tendo-se seguido
uma lavagem cuidadosa com dgua destilada e esterilizada. As sementes foram entao
removidas, colocadas em dgua destilada e esterilizada, durante 3-4 h, e desinfecta-
das com uma solucdo de hipoclorito de cadlcio comercial 10 % (p/v), durante
20 min. Seguiu-se uma lavagem com dgua destilada e esterilizada.

As sementes foram inoculadas em meio Schulz (1981) (Tabela 2.1) ou em meio
base MS (Murashige e Skoog, 1962) (Tabela 2.2), solidificado com 0,8 g/l de agar.
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As sementes inoculadas foram mantidas as escuras, a 24 + 1 °C até a eclosdo dos
cotilédones, tendo em seguida sido transferidas para condi¢des de fotoperiodo de
16 h (37 uE m2 s°1- 1ampadas fluorescentes "day-light") a 24 + 1 °C.

Tabela 2.1. Meio de Shulz (1981)

Nutrientes mg/ml
KH,PO,4,3H,0 250
KClI 250
MgSO,4,7H,0 250
Ca(NO3), 1000
EDTA,2Na 20
Agar 8000

2.1.2. OBTENCAO DE CULTURAS DE CALLI

Para a obtengdo de calli, utilizaram-se, como explantes primdrios, foliolos e sec-
¢oes de peciolo, com 0,5 cm comprimento, e de hipocdtilos, obtidos de plantas ger-
minadas in vitro.

No caso do material colhido no campo, procedeu-se a uma desinfecgao prévia
com uma solucdo de hipoclorito de célcio 6 % (p/v), durante 10-15 min, com agita-
¢do. Depois de lavados com dgua destilada e esterilizada, os explantes foram inocu-
lados em diferentes meios de cultura (Tabela 2.2). Em qualquer dos casos, os meios
foram suplementados com 20 g/1 de sacarose, 20 mg/l de dcido ascorbico (anti-oxi-
dante) e com as regulagdes hormonais referidas na Tabela 2.3. O pH foi ajustado
para 5,7 depois de se ter adicionado o agar (0,8 g/1).

2.1.3. OBTENCAO DE CULTURA DE CELULAS EM SUSPENSAQO

As culturas de células em suspensdo foram iniciadas por transferéncia de 2-3 calli
fridveis, com 3 semanas de subcultura, mantidos em meio MS, suplementado com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin, para erlenmeyers de 250 ml, con-
tendo 50 ml de meio MS suplementado com 20 g/1 de sacarose e 0,5 mg/l 2,4-D e
1 mg/1 Kin ou 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin. Em ambos os casos, o dcido ascérbico
foi substituido por 50 mg/1 de cisteina, a qual foi suprimida do meio apés 3-4 repi-
cagens. As culturas foram mantidas as escuras, a 24 = 1 °C, sob agita¢do orbital.

As primeiras repicagens foram efectuadas, com intervalos de 8 dias, por decanta-
¢do do meio de cultura e sua substituicao por 50 ml de meio fresco. Apds o estabe-
lecimento das suspensdes, as repicagens subsequentes foram efectuadas com interva-
los de 12 dias, pelo método da pipetagem. A 50 ml de meio de cultura fresco adi-
cionaram-se 10 ml da suspensdo de células devidamente homogeneizada.
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As suspensoes estabelecidas foram utilizadas em diversos ensaios. Sempre que,
nesses ensaios se introduziram alteragdes a composigdo do meio de cultura, os cor-
respondentes registos s6 foram efectuados apds 3-4 repicagens nas novas condigdes.
Por outro lado, todos os ensaios decorreram as escuras, a 24 + 1 °C, sob agitagdo

orbital.

Tabela 2.2. Meios de cultura ensaiados na indugéo de calli*

Nutrientes (mg/l) MS SH BS5
Macronutrientes
NH4NO, 1650 - -
KNO; 1900 2500 3000
CaCl,.2H,0 440 200 150
MgS0O,4.7H,0 370 400 500
KH,PO, 170 - -
NaH,PO,4.H,0 - - 150
(NH,4),HPO, - 300 -
KCl - - -
(NH,4),S0O,4 - - 134
Micronutrientes
MnSO,4.H,0 22,300 10,000 10,000
H;BO; 6,200 5,000 3,000
ZnS0,4.7H,0 8,600 1,000 2,000
Na,Mo0O,4.2H,0 0,250 0,100 0,250
CuS04.5H,0 0,025 0,200 0,025
KI 0,830 1,000 0,750
Co(Cl,.6H,0 0,025 0,100 0,025
Fonte de Ferro
Na,-EDTA.2H,0 37,3 20 37 3%k
FeSO,4.7H,0 21,7 15 27, T***
Aditivos
Mio-inositol 100,0 1000,0 100,0
Tiamina.HCl 0,1 5,0 10,0
Acido nicotfnico 0,5 5,0 1,0
Piridoxina.HCI 0,5 0,5 1,0
Cistefna 50,0 - 50,0
Glicina 2,0 - -
Fonte de carbono
Sacarose 20** 30 20
pH 5,7 5,9 5.5

* Os meios de cultura foram esterilizados por autoclavagem, a 1 atm, 120 °C, durante 20-25 min.

** Alteragdo da quantidade de sacarose de 30 g/l para 20 g/l.
*** Alteragao a fonte de ferro do meio BS.
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Tabela 2.3. Meios base e combinagdes de reguladores de crescimento usados na indugio de calli de
Ononis natrix

2,4-D NAA | BA Kin
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

Meio MS 1,0 - - 1,0
1,0 - 1,0 -
- 1,0 1,0 -

0,5 - - 1,0

Meio SH 1,0 - - 1,0
1,0 - 1,0 -
- 1,0 1,0 -

Meio BS 1,0 - - 1,0

As inoculacOes primdrias € bem assim os calli foram mantidos em fotoperiodo de
16 h, a 24 = 1 °C. Os calli foram subcultivados com intervalos de 30-40 dias.

2.1.4. CARACTERIZACAO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAOQ

2.1.4.1. Determinacao do crescimento celular pelo método do peso seco

As amostras de células em suspensdo, de 2 erlenmeyers, foram filtradas sob va-
cuo, em intervalos de tempo regulares, congeladas durante 12 horas e o peso seco
determinado apds liofilizagdo a uma pressdo de 10-! mbar, a -42 °C, durante 48 ho-
ras.

2.1.4.2. Determinacdo do crescimento pelo método de dissimila¢io

Da fonte de carbono utilizada nas culturas de células heterotréficas, uma parte €
convertida em biomassa € a outra é dissimilada, apds degradacdao para obtengao de
energia. Por cada mole de CO, formada € consumida uma mole de oxigénio. A li-
bertacao de didéxido de carbono para a atmosfera, como resultado da dissimilacdo,
provoca, ao longo do tempo, a diminuicdo de peso das culturas, que pode ser utili-
zada para seguir o crescimento das células. Este método requer, contudo, condi¢des
especiais: s6 podem ser utilizadas rolhas com poro de dimensdo reduzida e controla-
da (rolhas de silicone T-32 Shin-Etsu Polymer-Silicosen, Freudenberg Simrit, Ho-
landa) e balanga de precisao (Sartorius L420S-*RC, gama 0-420 g, precisao 1 mg).
A necessidade de se utilizarem rolhas de poro controlado deve-se ao facto de ser ne-
cessdrio introduzir um factor de correccdo para a perda de dgua por evaporagao
(Schripsema et al., 1990).
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Durante o ciclo de crescimento celular hd um perfodo de tempo (fase exponen-
cial) em que a velocidade de aumento de biomassa por unidade de concentragdo de
biomassa (taxa especifica de crescimento) é constante e mensurdvel.

Teoricamente, num curto intervalo de tempo, a taxa de variacdo de biomassa no
tempo (dx/dt) € proporcional a prépria quantidade de biomassa, segundo a equagio:
dx/dt = px, em que x = biomassa no tempo t; u = taxa especifica de crescimento
ou velocidade de crescimento por unidade de biomassa. Por integragdo, obtém-se a
equagao: x = x°.eut. Da logaritmizac¢do desta equagao obtém-se a equacdo da recta:
In x = ut + In x°, a partir da qual se determina a taxa especifica de crescimento L.

O intervalo de tempo necessdrio para duplicar a quantidade de biomassa inicial
designa-se por tempo de duplicagdo (td). Este pardmetro de crescimento é
determinado de acordo com a equagdo td = In 2 / p.

Os erlenmeyers, com 50 ml de meio de cultura esterilizado por autoclavagem,
foram colocados na agitadora orbital a 115 rpm, a 24 £ 1 °C, durante 6 dias, a fim
de estabilizar a perda de dgua por evaporagao.

No interior da camara de fluxo laminar, os erlenmeyers foram tarados, antes de
se proceder a inoculagdo, e as células (2 g/50 ml, p. f.), filtradas assepticamente,
sob vdcuo.

Decorridos 60 minutos apds a inocula¢do, os erlenmeyers foram pesados, ja na
sala de cultura, constituindo esta pesagem o valor do tempo O do ensaio. Para con-
trolar a perda de peso por evaporagdo de dgua (branco), utilizaram-se 2 erlenmeyers
contendo apenas meio de cultura.

As curvas de crescimento apresentadas correspondem a média de pelo menos 4
erlenmeyers.

2.1.4.3. Dimensao das células em suspensao

A dimensao das células em suspensdo foi determinada, com base na média de,
pelo menos, 20 medigdes aleatdrias, usando para tal um micrémetro objectivo.

2.1.4.4. Viabilidade celular

A viabilidade das células foi determinada com diacetato de fluoresceina (FDA),
segundo Larkin (1976). As células vidveis apresentam fluorescéncia amarelo-esver-
deada, devido a acumulagdo de fluoresceina resultante da degradagao do FDA, pelas
esterases intracelulares.
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A uma gota de suspensdo de células adicionou-se uma gota de diacetato de fluo-
resceina a 0,5 % (p/v) em acetona, preparada no momento. Apds 5 min a tempera-
tura ambiente, as células foram observadas num microscopio de epi-fluorescéncia
Leitz Wetzlar SM-Lux com filtro BG-12, na banda dos ultravioleta.

A percentagem de células vidveis foi determinada segundo a equagao:
V % = ncf x 100 / nct

V %- percentagem de células vidveis

ncf- nimero de células fluorescentes

nct- nimero de células totais

2.1.4.5. Mobiliza¢ao dos hidratos de carbono do meio de cultura

O estudo de mobilizac¢ao dos hidratos de carbono foi efectuado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Amostras de 2 erlenmeyers foram colhidas, em intervalos de tempo regulares, e
as células separadas do meio de cultura por filtragdo sob vdcuo. Um mililitro de
meio de cultura foi diluido 25 vezes em dgua destilada ultra pura e feito passar por
um cartucho Sep Pak C-18 - Millipore. Vinte microlitros de amostra, assim prepa-
rada, foram, entdo, analisados por HPLC.

Para as culturas suplementadas com 50 e 80 mg/l de sacarose a dilui¢do, previa-
mente referida, foi de 1:50 e de 1:80, respectivamente.

2.1.4.5.1. Condicdes de andlise

As andlises foram efectuadas num cromatdgrafo equipado com um detector de
indice de refrac¢dao, uma coluna Sugar-Pak I 300 mm x 6,5 d. i., instalada em forno
a 90 °C, e um integrador. Como eluente utilizou-se uma solugao de EDTA 0,05 g/l
(p/v), com um fluxo de 0,5 ml/min. O eluente foi desgaseificado em banho de ul-
tra-sons.

O teor em hidratos de carbono foi determinado pelo método do padrdo externo,
com um Unico ponto. Para o efeito, utilizaram-se 20 pl de uma solugao de sacarose,
frutose ou glucose na concentragdo de 0,506 mg/1, 0,236 mg/l e 0,219 mg/l, res-
pectivamente. A média das leituras e o factor de correcgao foram determinados com
base em, pelo menos, 6 injecgoes.

Como a resposta do detector de indice de refrac¢dao varia com a temperatura,
procedeu-se em intervalos de 2 h, a injecgdo da solugao padrao e de uma amostra de
referéncia de concentragao conhecida, a fim de avaliar possiveis alteracoes.
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Para o tempo 0, utilizou-se meio de cultura esterilizado e ndo inoculado.
Os valores apresentados representam o valor médio de 2 injecgdes de um ensaio
realizado em duplicado.

2.1.4.6. Mobiliza¢ao do nitrato do meio de cultura

O estudo da mobilizagdo do nitrato foi efectuado por cromatografia liquida de al-
ta eficiéncia (HPLC). Amostras de 2 erlenmeyers foram colhidas em intervalos de
tempo regulares, e as células separadas do meio de cultura por filtragdo sob vécuo.
O meio foi, em seguida, centrifugado a 10000 g, durante 10 min, e filtrado com
filtro Millipore tipo HA, com poro com dimensao 0,45 um didmetro. Cinco micro-
litros de amostra, previamente diluidos 20 vezes, em dgua destilada ultra pura, fo-
ram analisadas por HPLC.

2.1.4.6.1. Condicoes de andlise

As andlises foram efectuadas num cromatdgrafo, equipado com detector UV-
VIS (210 nm), uma coluna aminopropil (Carbohydrate analysis, Waters)
300 mm x 3,9 mm d. i, de aco inoxiddvel, com particulas de didmetro 10 um, aco-
plado a um registador.

Como eluente utilizou-se uma solu¢do de KH,PO,4 (10 g/l p/v), ajustado para
pH 3 com H3PO4, com um fluxo de 2 ml/min.

O teor em nitratos foi determinado pelo método do padrao externo com um tnico
ponto. Para tal, injectaram-se 5 pul de uma solucdo de KNO; e NH4NO;3 (1,9 g/l e
1,65 g/l, respectivamente), diluidos 20 vezes com dgua destilada ultra pura.

A média das leituras e o factor de correc¢ao foram determinados com base em,
pelo menos, 6 injeccdes.

Para avaliar possiveis alteracdes das condigdes analiticas, no que diz respeito a
resposta do detector, procedeu-se, entre cada 10-15 andlises, a injeccdo da solucdo
padrdo e de uma amostra de referéncia de concentragao conhecida.

Para a determinac¢do do teor em nitrato, no tempo 0, utilizou-se meio de cultura
esterilizado e ndo inoculado.

Os valores apresentados correspondem ao valor médio de 2 injec¢Oes de um en-
saio realizado em duplicado.
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2.1.4.7. Mobiliza¢cdo do aménio do meio de cultura

Neste estudo utilizou-se 0 método colorimétrico de doseamento do amdnio, que
se baseia na detecgdo, a 625 nm, do indofenol formado como produto da reacgao fe-
nol-hipoclorito (Weatherburn, 1967).

Amostras de 2 erlenmeyers foram colhidas, em intervalos de tempo regulares, e
as células separadas do meio de cultura por filtragao sob vdcuo. Cem microlitros fo-
ram diluidos 100 vezes em dgua destilada ultra pura. A 1 ml desta amostra adiciona-
ram-se 5 ml da solugdo A, e agitou-se vigorosamente, num voértex, durante 1 min.
Seguidamente, adicionaram-se 5 ml da solucdo B, agitou-se vigorosamente e dei-
XOUu-se repousar, a temperatura ambiente, durante, pelo menos, 40 min. Findo este
periodo, procedeu-se a leitura da absorvéncia a 625 nm, num espectrofotémetro.

Absorvéncia
o o o
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Fig. 2.1. Curva padrio da quantidade de nitrato de aménio.

Solucdo A: Solugdo de fenol a 1 % (p/v) em dgua destilada ultra pura, contendo
0,005 % (p/v) de nitroprussiato de sédio;

Solugdo B: Solucdo de hidréxido de sédio a 0,5 % (p/v) em dgua destilada ultra
pura, contendo 0,84 % (p/v) de hipoclorito de sédio a 10 %.

As solugdes devem ser preparadas de fresco e mantidas em frascos escuros.

Para a determinagdo da curva de calibragdo, utilizaram-se solugoes de NH4;NO;
de concentracoes diversas (0 - 250 mg/100 ml; p/v). Em todos os casos, as solugoes
foram diluidas 100 vezes em dgua destilada ultra pura.

Pela regressao linear, pelo método dos minimos quadraticos, dos valores do gra-
fico da Figura 2.1. permitiu obter a equacao da recta:
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Absorvencia = 0,01287 mg/100 ml NH4NO3; + 0,003368, com coeficiente de cor-
relacdo R=0,9997.

2.1.5. ESTUDO DA INFLUENCIA DE DIVERSOS FACTORES NO CRESCI-
MENTO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO

2.1.5.1. Densidade de inéculo

Nestes ensaios utilizaram-se duas densidades de inéculo: 2 g/50 ml e 2,5 g/50 ml
(p. f.). O inéculo, obtido apds filtragdo asséptica sob vicuo, foi inoculado em erlen-
meyers contendo 50 ml de meio liquido MS, suplementado com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, ou 0,5 mg/1 2,4-D e 1 mg/1 Kin.

O crescimento celular foi seguido pelo método de dissimilagao.

2.1.5.2. Tempo de subcultura

O efeito do tempo, entre repicagens, sobre o crescimento celular, foi estudado
utilizando culturas com 12, 16 e 21 dias de subcultura. As células (2 g/50 ml; p.f.)
obtidas de culturas com 12 e 16 dias de subcultura foram inoculadas em 50 ml de
meio liquido MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l
Kin. As células (2 g/50 ml; p. f.) com 12 e 21 dias de subcultura foram inoculadas
em 50 ml de meio liquido MS suplementado com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA
e 1 mg/l Kin.

O crescimento celular foi seguido pelo método de dissimilagdo.

2.1.5.3. Fonte de carbono

A influéncia da fonte de carbono, no crescimento das células, foi testada, transfe-
rindo 2 g (p. f.) de células, obtidas por filtragdo asséptica sob vdcuo para erlen-
meyers com 50 ml de meio liquido MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l
Kin e 1) 20 g/l sacarose, 2) 20 g/1 glucose ou 3) 20 g/1 frutose.

Estas culturas foram também utilizadas em estudos de mobilizacdao de hidratos de
carbono, nitratos e aménio do meio de cultura.

O crescimento foi seguido pelos métodos de dissimilagao e peso seco.
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2.1.5.4. Concentracao de sacarose

A influéncia da concentragao de sacarose, no crescimento das células, foi testada,
transferindo 2 g (p. f.) de c€lulas, obtidas por filtracao asséptica sob vdcuo, para
erlenmeyers contendo 50 ml de meio liquido MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA
e 1 mg/l Kin ou 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin. As concentragdes de sacarose ensaia-
das foram: 1) 10 g/l; 2) 20 g/1; 3) 30 g/1; 4) 40 g/1; 5) 50 g/1; 6) 60 g/1; 7) 80 g/l.

O crescimento celular foi seguido pelo método de dissimilagdo. Nas culturas
mantidas em meio suplementado com 20, 50 e 80 g/1 de sacarose utilizou-se, ainda,
o método do peso seco.

As culturas mantidas em meio suplementadas com 10, 20, 50 e 80 g/1 de sacaro-
se foram, ainda, alvo de estudo no que diz respeito a mobilizagao de agucares (saca-
rose, glucose e frutose) e azoto (amonio e nitratos) do meio de cultura.

2.1.5.5. Concentracao da fonte de azoto

A influéncia da concentracdo da fonte de azoto, no crescimento das células, foi
testada, transferindo 2 g (p. f.) de células, obtidas por filtragao asséptica sob vécuo,
para erlenmeyers contendo 50 ml de meio liquido MS, suplementadas com 20 g/1 de
sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin. As concentracdes ensaiadas foram: 1) varia-
cao A: 1,9 g/l KNO; e 1,65 g/l NH4NOj3; 2) variagdo B: 1,9 g/l NH4NOs e
1,65 g/1 KNOj5; 3) variacao C: 4 g/l KNOj3; 4) variacao D: 3,2 g/l NH4NO;.

O crescimento celular foi seguido pelos métodos de dissimilagao e peso seco.

Nestas culturas procedeu-se ao estudo de mobilizagao dos agticares, aménio e ni-
trato do meio de cultura.

2.1.5.6. Regulagao hormonal

Nestes ensaios, inocularam-se 2 g (p. f.) de células em 50 ml de meio liquido
MS suplementado com 20 g/l de sacarose e uma das seguintes combinagdes hormo-
nais: 1) 0,5 mg/l NAA e 1 mg/1 Kin; 2) 0,5 mg/l NAA; 3) 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1
Kin; 4) 1 mg/1 Kin; 5) 0,5 mg/l 2,4-D; 6) 0,5 mg/l IBA e 1 mg/l Kin; 7) 0,5 mg/l
NAA e 1 mg/l BA.

O crescimento celular foi seguido pelo método de dissimilagao.

As culturas mantidas nas condigdes referidas nas alineas 1), 2), 3), 4) e 5) foram
também utilizadas em estudos de mobilizacdo dos hidratos de carbono, nitrato e
amonio.
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2.1.5.7. Concentracio de CuSOy4

Dois gramas (p. f.) de células foram inoculadas em 50 ml de meio liquido MS,
suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, ao qual se adi-
cionaram 125 mg/l CuSOy4. 5H,0.

O crescimento celular foi seguido pelos métodos de dissimilagdo.

2.2. MEDICARPINA E MAACKIAINA NAS CULTURAS DE CELULAS EM
SUSPENSAOQ E NA PLANTA

2.2.1. ACUMULACAO DE MEDICARPINA E MAACKIAINA NAS CULTU-
RAS DE CELULAS EM SUSPENSAO

2.2.1.1. Extraccdo da medicarpina e da maackiaina do meio de cultura

O meio de cultura (100 ml) das suspensdes, mantidas em meio MS suplementa-
das com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em fase estaciondria, foi
separado das células, por filtragdo sob vdcuo e extraido, por trés vezes, com aliquo-
tas de 25 ml de acetato de etilo. As fraccdes organicas foram juntas e evaporadas a
secura em evaporador rotativo, a 40 °C. O residuo foi retomado com acetato de eti-
lo, transferindo para um frasco de derivatizag¢@o e o solvente evaporado sob uma li-
geira corrente de azoto.

2.2.1.2. Purificacdo da medicarpina e da maackiaina por cromatografia em ca-
mada delgada semipreparativa

O residuo obtido em 2.2.1.1. foi retomado com cerca de 1 ml de cloroférmio e a
solucdo aplicada, em risco continuo sobre uma placa de silica gel Merck 60 F;sy,
com suporte de vidro e com 1 mm de espessura de camada adsorvente. A placa foi
eluida, por 8 vezes, com uma mistura de n-pentano : éter etilico : 4cido acético
(75 : 25 : 1), em camara de desenvolvimento ascendente com saturagao.

A mancha maioritdria correspondente a medicarpina e a maackiaina foi recupera-
da, por raspagem da camada adsorvente, e a silica extraida, por 5 vezes, com ali-
quotas de 20 ml de metanol. Em cada extracgdo, a silica foi separada do metanol
por centrifugagdo a 6000 g, durante 10 min. As frac¢des obtidas, foram juntas e
evaporadas a secura, em evaporador rotativo a 40 °C. O residuo foi retomado com
cloroférmio e utilizado nos ensaios subsequentes: GC, GC-MS, UV, IH-NMR.
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2.2.1.3. Identificacao da medicarpina e da maackiaina

2.2.1.3.1. Deteccdo de fendis em placa

A amostra obtida em 2.2.1.1. foi aplicada, pontualmente, sobre uma placa de si-
lica gel 60 F,s4 com suporte de aluminio, 5 x 10 cm, com 0,25 mm de espessura de
camada adsorvente e eluida como descrito em 2.2.1.2.. Depois de seca sob uma
corrente de ar quente, a placa foi revelada com p-nitroanilina diazotizada.

2.2.1.3.1.1. Preparagao de nitroanilina diazotizada

Foram misturados, a frio, 5 ml de uma solugao de 4-nitroanilina 0,5 % (p/v) em
HCI 2 M, 0,5 ml de uma solucdo aquosa de nitrito de sédio 5 % (p/v) e 15 ml de
uma soluc@o aquosa de acetato de sédio 20 % (p/v).

2.2.1.3.2. Derivatizacdo das amostras
Acetilacdo

Num frasco de derivatizacdo, de paredes espessas, adicionaram-se 5 pl de piridi-
na e 5 ul de anidrido acético a 100 ug de amostra obtida em 2.2.1.2.. Esta mistura
foi aquecida, durante 1 h, 120 °C. Depois de arrefecida a temperatura ambiente, o
solvente foi evaporado sob uma ligeira corrente de azoto, o residuo retomado com
acetato de etilo e analisado por CG-MS.

Trimetilsililacao

Num frasco de derivatizacdo, de paredes espessas, adicionaram-se 5 pl de piridi-
na e 5 ul de BSTFA a 100 pg de amostra obtida em 2.2.1.2.. A mistura foi deixada
a reagir, durante 30 min, a 80 °C. Depois de arrefecida a temperatura ambiente, a
mistura foi usada directamente em ensaios de GC-MS.

Metilacdao

Num frasco de derivatizacdo, de paredes espessas, dissolveram-se 100 pg de
amostra obtida em 2.2.1.2. em 5 pl de metanol. Em seguida, adicionou-se, em ex-
cesso, uma solugao etérea de diazometano. A mistura foi deixada a reagir a tempe-
ratura ambiente, durante 5 dias. Findo este periodo, o solvente foi evaporado sob
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uma ligeira corrente de azoto, o residuo retomado com acetato de etilo e analisado
por GC-MS.

2.2.1.3.2.1. Preparacdo do diazometano

Foram dissolvidos, em banho de gelo, 2,14 g de N-metil-N-nitrosotolueno-4-
sulfonamida em 300 ml de éter etilico. Seguidamente foram adicionados 10 ml de
uma solu¢do de KOH a 4 % (p/v) em etanol a 96 % (v/v). Os precipitados forma-
dos foram dissolvidos, adicionando pequenos volumes de etanol. A mistura foi dei-
xada a reagir, a temperatura ambiente, durante 5 min, e a fracgdo etérea destilada
em banho-maria. Na destilacdo do diazometano ndo foram utilizados reguladores de
ebulicdo conhecida que € a facilidade de decomposi¢ao do diazometano em contacto
com superficies rugosas.

2.2.1.3.3. Condicoes de andlise

2.2.1.3.3.1. Cromatografia gds liquido acoplada a espectrometria de massa

A amostra obtida em 2.2.1.2., bem como os respectivos derivados foram anali-
sados por cromatografia gds liquido / espectrometria de massa (GC-MS). Nestes en-
saios, utilizou-se um cromatdgrafo Carlo Erba 6000 Vega equipado com uma coluna
de silica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, DB-1, (30 m x 0,25 mm d.
i. x 0,25 um espessura de filme; J & W Scientific Inc.) acoplada a um detector de
captura ionica Finnigan MAT 800 (Ion Trap Detector).

Condicoes de operacdo

- A temperatura do forno foi programada de 220 a 280 °C, com incrementos de
5 °C / min. Atingidos os 280 °C, a temperatura foi mantida isotérmica durante
10 min.

- Temperatura do injector, 300 °C.

- Temperatura da linha de transferéncia, 290 °C.

- Temperatura da fonte de ionizagdo, 220 °C.

- Gés de arrastamento, hélio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm / s.

- Corrente de ionizagao, 60 pA.

- Tempo de varrimento, 1s.

- Relagao de repartigao de fluxo, 1:40.

- Volume de amostra injectado, 0,2-0,4 pl.
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2.2.1.3.3.2. Espectrofotometria ultravioleta

A amostra obtida em 2.2.1.2. foi injectada num cromatdgrafo liquido de alta efi-
ciéencia (HPLC), equipado com uma coluna semipreparativa pBond Pak RP18
(250 mm x 4 mm, 10 pm), um detector de matriz de diodo Waters, tipo LCD 725,
a operar entre os 200 nm e 400 nm, e a um sistema computorizado de aquisi¢do de
dados. Utilizou-se um gradiente linear de 20 % de acetonitrilo até 50 %, em dcido
fosférico 0,5 %, durante 50 min. O fluxo utilizado foi de 0,8 ml/min.

2.2.1.3.3.3. Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de protdo (!H-NMR)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear foram obtidos num espectrémetro
Bruker WM-300, equipado com um sistema de andlise de dados Aspect 2000, a
operar a 300 MHz. As amostras foram dissolvidas em Cloroférmio Deuterado, con-
tendo 1 % de tetrametilsilano (TMS), como padrao interno.

2.2.1.4. Extraccao e quantificacdo da medicarpina e da maackiaina

2.2.1.4.1. Extraccao e quantificacdo da medicarpina e da maackiaina extracelulares

Em intervalos de tempo regulares, durante o ciclo de crescimento celular, retira-
ram-se dois erlenmeyers e separaram-se as células do meio de cultura por filtragao
sob vicuo. A 20 ml de meio de cultura, adicionaram-se 0,2 ml de dcido acético e
0,4 ml de uma solugao metandlica de padrao interno (7-acetoxi-4-metilumbelifero-
na) a 0,075 % (p/v). A solugao foi, entdo, passada por um cartucho Sep-Pak C18-
Waters Millipore. Depois de lavado com 10 ml de dgua destilada, o cartucho foi
eluido, por duas vezes, com 10 ml de metanol. A solugdo metandlica foi evaporada
a secura, em evaporador rotativo a 40 °C, o residuo recuperado com cloroférmio e
a solucdo concentrada sob uma ligeira corrente de azoto, e analisada por GC.

Os ensaios foram feitos em duplicado e os valores obtidos correspondem a, pelo
menos, 3 injeccoes de cada amostra.

2.2.1.4.2. Extrac¢do e quantificacdo da medicarpina e da maackiaina intracelulares

As células obtidas em 2.2.1.4.1. foram liofilizadas, durante 48 h, pesadas e pos-
tas a macerar em 40 ml de metanol (1 g células : 40 ml), durante 48 horas, com
agitacdo ocasional. As células foram, em seguida, separadas do macerado metanoli-
co, por filtracdo, sob vdcuo. Adicionaram-se 0,2 ml de uma solu¢ao metandlica do
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padrao interno (acetoxi-4-metilumbeliferona) a 0,075 % a 10 ml do macerado e fez-
se passar por um cartucho Sep-Pak C18-Waters Millipore. Depois de lavado com
10 ml de 4gua destilada, o cartucho foi eluido, por duas vezes, com 10 ml de meta-
nol. A solu¢do metandlica foi evaporada a secura, em evaporador rotativo a 40 °C,
o residuo recuperado com cloroférmio e a solugdo concentrada sob uma ligeira
corrente de azoto e analisado por GC.

Os ensaios foram feitos em duplicado e os valores obtidos correspondem a, pelo
menos, 3 injec¢oes de cada amostra.

2.2.1.4.3. Extraccdo dos glicoconjugados da medicarpina e da maackiaina
intracelulares

As células de culturas mantidas em meio MS, suplementadas com 0,5 mg/l NAA
e 1 mg/l Kin, com 6 dias de subcultura, foram separadas do meio de cultura, por
filtragio sob vécuo, liofilizadas a uma pressio de 10°! mbar, a -42 °C, durante
48 h, e extraidas por duas vezes, com acetona, a -20 °C, e uma vez com uma mis-
tura de metanol : acetona 1:1 (v/v). O extracto foi evaporado a secura em eva-
porador rotativo a 40 °C e o residuo retomado com metanol, dividido em volumes
iguais, e o solvente evaporado em evaporador rotativo a 40 °C.

2.2.1.4.3.1. Hidrolise

Um dos residuos obtido em 2.2.1.4.3., foi dissolvido em 10 ml de uma solucao
aquosa de NaOH 1 M, e deixado em repouso, durante 30 min, a temperatura am-
biente. Findo este periodo, a mistura foi neutralizada com uma solugio de HCI
1 M. Seguidamente adicionaram-se 5 ml de uma solugdo de B-glucosidase (4.5 EU,
Serva, Heidelberg FRG) a 0,025 % em tampao acetato 100 mM, pH 5, e a mistura
foi deixada a reagir, durante 30 min, a 30 °C. Esta mistura bem como o outro resi-
duo obtido em 2.2.1.4.3. foram extraidos como descrito em 2.2.1.4.2., depois de
se lhes adicionar o padrdo interno.

2.2.1.4.4. Sintese de 7- acetoxi-4-metilumbeliferona (padrdo interno)

Dissolveram-se, num tubo de ensaio, 100 mg de 4-metilumbeliferona, em 5 ml
de uma solugdao de KOH 3 M. Em seguida, adicionaram-se 0,15 ml de anidrido acé-
tico, agitou-se vigorosamente, durante 30 s, num vortex, € deixou-se em repouso,
durante 30 min. Findo este periodo, o precipitado foi recuperado, por centrifuga-
¢do, e lavado com uma solugio de KOH 3 M e depois, abundantemente, com dgua
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destilada, até completo desaparecimento do cheiro a 4cido acético. O produto foi,
entdo, recristalizado, por duas vezes, de metanol / dgua, separado das dguas-maes,
por centrifugagdo, e guardado num exsicador, sob vécuo.

2.2.1.4.5. Célculo do factor de resposta relativo da maackiaina

O factor de resposta relativo (K) foi calculado segundo a férmula:
K=MA x AP/ MP x AA, utilizando-se o composto acetoxi-4-metilumbeliferona
como padrdo interno (AA=drea da amostra; AP= drea do padrao; MP=massa do
padrdao; MA =massa da amostra).

Num frasco de derivatizacdo, dissolveram-se 0,6 mg de padrdo interno (7-aceto-
xi-4-metilumbeliferona e 0,4 mg de maackiaina em 50 ul de acetato de etilo. O va-
lor encontrado para o factor de resposta (K=1,20) corresponde ao valor médio de,
pelo menos, 5 injecgoes.

Atendendo a analogia quimica entre a medicarpina € a maackiaina, o factor de
resposta calculado para a maackiaina foi também utilizado para a determinagdo da
concentracao da medicarpina nas amostras.

2.2.1.4.6. Condigoes de andlise
2.2.1.4.6.1. Cromatografia gds-liquido de alta resolucdo

As andlises cromatograficas foram efectuadas num cromatdégrafo Perkin Elmer
8600, equipado com um detector de ionizacdao de chama, um sistema de tratamento
de dados e uma coluna de silica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, DB-1

(30 m x 0,25 mm d. i., espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.)

Condicoes de operacdo

A temperatura do forno foi programada de 220 a 300 °C, com incrementos de
5 °C/min. Atingidos os 300 °C, a temperatura foi mantida isotérmica durante
10 min.

- Temperatura do injector e detector, 300 °C.

- Gds de arrastamento, hidrogénio, ajustado a uma velocidade linear de 30 cm/s.

- Relagdo de reparticdo de fluxo, 1:50.
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2.2.1.5. Influéncia de diversos factores na acumula¢io da medicarpina e da
maackiaina nas culturas de células em suspensio

2.2.1.5.1. Fonte de carbono

Foi estudado o efeito de trés fontes de carbono diversas. Para o efeito, utilizou-se
meio de cultura liquido MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, e 1)
sacarose; 2) frutose ou 3) glucose.

2.2.1.5.2. Concentracdo de sacarose

Foi testado o efeito de trés concentracdes de sacarose: 20, 50 e 80 g/l.

2.2.1.5.3. Concentracdo da fonte de azoto

Nestes ensaios, estudou-se o efeito das variacoes referidas em 2.1.5.5..

2.2.1.5.4. Regulacdo hormonal

Estudou-se o efeito de quatro suplementagoes hormonais: 1) 0,5 mg/l NAA e
1 mg/l Kin; 2) 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin; 3) 0,5 mg/l IBA e 1 mg/l Kin; 4)
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l BA.

2.2.1.5.5. Concentracdo de CuSO,

Foram testadas duas concentragbes de CuSOy4. SH,0: 1) 0,025 mg/l; 2)
125 mg/1.

2.2.1.5.6. Adicao de fenilalanina e acetato de s6dio a0 meio de cultura

Dois gramas (p. f.) de células foram inoculadas em 50 ml de meio liquido MS,
suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin ao qual se adi-
cionaram 50 mg/1 de acetato de sédio e 50 mg/l de fenilalanina. A fenilalanina foi
adicionada aquando da subcultura, utilizando 2 ml de uma solu¢do padrio a
0,125 % (p/v), filtrada por filtros Millipore com dimensdo de poro de 0,2 pum.
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2.2.1.5.7. Adicao de elicitadores bidticos

2.2.1.5.7.1. Adig¢do de Candida albicans

Pipetaram-se, assepticamente, 2 ml de uma suspensao de células de C. albicans a
5 % (p/v), em meio MS suplementado com 20 g/l de sacarose, para erlenmeyers
contendo cerca de 50 ml de culturas de células em suspensdo com 4, 7 e 14 dias de
subcultura. As culturas foram mantidas as escuras, durante 3 dias, a 24 +1 °C e
com agitacdo orbital (115 rpm).

2.2.1.5.7.1.1. Preparagdo do elicitador

As culturas de Candida albicans foram estabelecidas em meio liquido contendo
10 g/1 de bactopeptona, 20 g/1 de glucose e 0,04 g/l de cloranfenicol. Dez mililitros
de uma suspensdo de C. albicans foram inoculados em 4 1 de meio de cultura fresco
e as culturas foram mantidas as escuras, a temperatura de 24 + 1 °C, com agitagdo
orbital (115 rpm). Logo que se obteve uma suspensdo bastante turva, as culturas fo-
ram autoclavadas e decantadas. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento lava-
do, por trés vezes, com dgua destilada, e liofilizado. Do liofilizado, preparou-se
uma suspensdo a 5 % (p/v), em meio utilizado nas culturas das células vegetais, que
foi autoclavada antes de ser inoculada.

2.2.1.5.7.2. Adi¢ao de Phytophthora cinnamomi

Pipetaram-se, assepticamente, 2 ml de uma suspensdo de Phytophthora cinnamo-
mi a 1,25 % (p/v), em meio MS suplementado com 20 g/l de sacarose, para erlen-
meyers contendo cerca de 50 ml de culturas de células em suspensdao com 14 dias.
As culturas foram mantidas as escuras, durante 3 dias, a 24 £ 1 °C, com agitacdo
orbital (115 rpm).

2.2.1.5.7.2.1. Preparacdo do elicitador

As culturas de Phytophthora cinnamomi foram estabelecidas em meio liquido
contendo 20 g/l de sacarose e dgua da decocgao de 250 g/1 de ervilhas. As culturas
foram mantidas as escuras, a temperatura de 24 + 1 °C, sob agitagdo orbital
(115 rpm). Logo que se obteve uma suspensdo densa, as culturas foram autoclava-
das e decantadas. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado, por 3 vezes,
com dgua destilada, e liofilizado. Do liofilizado, preparou-se uma suspensiao a
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1,25 % (p/v), em meio utilizado nas culturas das células vegetais, que foi autoclava-
da antes de ser inoculada.

2.2.1.5.7.3. Adicao de celulase

As culturas de células em suspensao (50 ml), com 14 dias de subcultura, foram
inoculadas com 2 ml de uma solugdo aquosa de celulase (0,02 unidades/mg, extrai-
do de Trichoderma viride, BDH) a 0,025 %, esterilizada por filtragdo com filtros
Millipore, com poro de 0,2 pm de diametro.

~ Os processos de extraccdo e quantificacio da medicarpina e da maackiaina, intra-
e extracelulares, dos ensaios 2.2.1.5.1. a 2.2.1.5.6. ¢ 2.2.1.5.7.1. a 2.2.1.5.7.3.
foram idénticos aos previamente descritos em 2.2.1.4.1. € 2.2.1.4.2..

2.2.2. MEDICARPINA E MAACKIAINA NA PLANTA

2.2.2.1. Extracg¢do e quantificacio da medicarpina e maackiaina da planta

A parte aérea da planta, liofilizada (10 g p. s.), foi macerada a temperatura am-
biente, por periodos de 24 h (3 vezes), com aliquotas de 50 ml de metanol. Os ma-
cerados foram juntos e extraidos com aliquotas de 50 ml de hexano até se tornarem,
praticamente, incolores. A fraccdo metandlica foi evaporada a secura em evaporador
rotativo, a 40 °C, e o residuo retomado com de 20 ml de acetato de etilo. Esta frac-
¢ao foi sujeita a extrac¢ao liquido-liquido com aliquotas de uma solugao aquosa de
hidréxido de sédio 2 M. A frac¢do aquosa foi acidificada, até pH 4, com 4cido acé-
tico; e sujeita a nova extraccao com aliquotas de 20 ml de acetato de etilo. As frac-
coes organicas, as quais foi adicionado 0,2 ml de uma solu¢ao metandlica de 7-ace-
toxi-4-metilumbeliferona (padrao interno) a 0,075 % (p/v), foram juntas e evapora-
das a secura em evaporador rotativo a 40 °C. O residuo foi recuperado com cloro-
férmio e analisado por GC e GC-MS.

2.2.3. ENSAIOS DE ACTIVIDADE

A actividade bactericida do extracto obtido em 2.2.1.2. foi ensaiada pelo método
de inibigao de crescimento de Bacillus subtilis.

Numa caixa Petri introduziram-se 10 ml de meio de crescimento, constituido por
10 g/1 de sacarose, 5 g/l de Bacto peptona e 1,5 g/l Bacto extracto de levedura, fun-
dido e mantido a temperatura de 46 °C, ao qual se adicionaram 0,1 ml de suspensao
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de B. subtilis. Discos de papel de filtro, com 0,5 cm de didmetro, foram embebidos
com solugdes etandlicas 50 % (v/v) em dgua do extracto obtido em 2.2.1.2. e colo-
cados sobre as placas contendo o microrganismo. As placas foram mantidas a tem-
peratura ambiente durante 30 min e em seguida incubadas a 37 °C, em posi¢do in-
vertida.

Nos ensaios de controlo utilizaram-se discos embebidos com etanol 50 % (v/v).
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III. RESULTADOS E DISCUSSAQ
1. ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS IN VITRO

1.1. OBTENCAQ DE CALLI
1.1.1. GERMINACAO DAS SEMENTES

Os meios Schulz e MS, sem fitohormonas, revelaram-se igualmente eficientes
para a germinacdo das sementes de Ononis natrix, tendo-se atingido taxas de germi-
nagao da ordem dos 70 %. Tal como na maioria das sementes das dicotiledoneas
(Schenk e Hildebrandt, 1972; Gamborg, 1982), neste caso também n3o foi necessi-
rio utilizar reguladores de crescimento para a germinagao in vitro.

1.1.2. SELECCAO DO EXPLANTE

Embora para o estabelecimento de culturas de calli se possa recorrer a explantes
de origem diversa (raizes, embrides, sementes, folhas, flores, endosperma, pélen),
reconhecida que € a totipoténcia celular, em O. narrix a resposta foi diversa con-
soante o explante usado. Os explantes de hipocdtilos, obtidos por germinagao assép-
tica das sementes, foram os que melhor reagiram a calogénese. Os foliolos e as sec-
coes de peciolos oxidavam rapidamente, principalmente a nivel das extremidades de
corte, pese embora a utilizagao de dcido ascorbico como anti-oxidante.

Duas razdes podem ser apontadas para a reacgdo diversa dos explantes as condi-
coes in vitro: 1) modificagdo do DNA dos explantes com tecidos diferenciados pode
levar a perda de totipoténcia e 2) o tempo necessdrio a desdiferenciagdao dos explan-
tes pode ser limitante, porquanto as células podem degenerar antes de se iniciar a
divisao celular, necessdria a formagao do tecido caloso (Figueiredo, 1992). Além
disso, a resposta do explante as condigoes in vitro depende do estddio fisioldgico do
tecido que, por sua vez, depende do balanco hormonal interno, da actividade meta-
bdlica em geral e da presenga de certas moléculas inibidoras do crescimento, de
ocorréncia sazonal (Yeoman e Forche, 1980; Augé, 1982; Dixon, 1985). Neste
contexto, a utilizacdo de hipocdtilos de germinantes, obtidos assepticamente, como
explantes primdrios, € vantajosa pois, para além de se ultrapassarem os problemas
de contaminagdo, estd a empregar-se material com elevado potencial calogénico,
atendendo a elevada actividade mitética das células.
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1.1.3. SELECCAO DO MEIO DE CULTURA E REGULACAO HORMONAL

A composi¢ao do meio de cultura empregue na inducdo de calli €, para além da
natureza e do tamanho do explante, um factor determinante. O meio de cultura é
constituido, basicamente, por uma mistura de sais minerais, combinando os macro-
e micronutrientes essenciais, e uma fonte de carbono, geralmente a sacarose. Além
disso, aditivos como vitaminas, aminodcidos e reguladores de crescimento sio, na
generalidade dos casos, essenciais a cultura de células vegetais (Carew e Staba,
1965; Yeoman e MacLeod, 1977).

Dos meios ensaiados para a indugao de tecido caloso em O. natrix, apenas o
meio MS, suplementado com 0,5 mg/l1 2,4-D e 1 mg/1 Kin, se revelou eficiente. Os
explantes inoculados nos restantes meios oxidavam rapidamente, necrosando antes
de se verificar qualquer desdiferenciagao. Os calli obtidos em meio MS apresenta-
vam, contudo, uma ligeira oxidagdo e, consequentemente, um crescimento lento,
pese embora a presencga de dcido ascorbico.

Embora o meio SH se tenha revelado favordvel a inducdo de calli em diversas es-
pécies de dicotiledéneas, devido a reiagao carbono / azoto (C / N) elevada (Schenk
e Hildebrandt, 1972), o mesmo nao se verificou com O. natrix. No caso vertente, a
elevada relagdo C / N pode ter sido determinante da oxidagao acentuada, verificada
nos explantes. A concentracao elevada de sacarose (30 g/l) pode ter conduzido o
metabolismo celular no sentido da sintese de compostos fendlicos (Phillips e
Henshaw, 1977).

O meio B5 € caracterizado por uma relagao nitrato / amoénio relativamente eleva-
da (30 / 1 mM). Por outro lado, a concentragao de sacarose (20 g/1) € inferior a da
dos restantes meios. Apesar da menor concentragao deste aglicar € da menor relagao
C / N, a oxidagao e necrose dos explantes permaneceram. Embora a menor concen-
tracao de amonio, neste meio, tenha sido considerada por Figueiredo (1992) como
factor estimulante em Achillea millefolium, o mesmo ndo pode dizer-se em relacao
as culturas de O. natrix.

O meio MS, com uma relagao nitrato / aménio mais equilibrada (29 / 31 mM) e
com uma concentragdo de fosfato considerada mais adequada para a propagagao ve-
getativa ou manutengao de calli, foi o que permitiu obter melhores resultados. Uma
resposta mais rdpida dos explantes de Cynara cardunculus e Achillea millefolium em
meio MS foi também observada por Figueiredo (1987, 1992). O acastanhamento
progressivo, verificado ao longo das sucessivas repicagens dos calli de O. natrix,
pode dever-se a elevada concentracdo de amoénio, inibidor de algumas enzimas do
ciclo dos dcidos tricarboxilicos (Gamborg er al., 1968). No entanto, como este meio
apresenta também uma concentragdo relativamente elevada de sacarose (30 g/l), o
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acastanhamento pode ter ficado a dever-se a alteracdo do metabolismo para a sintese
de fendis. S6 foi possivel manter culturas com crescimento activo quando se dimi-
nuiu a concentracdo de sacarose para 20 g/l e, simultaneamente, se fizeram inocula-
¢oes em meio liquido.

Das combinagoes de fitorreguladores ensaiadas com o meio MS, a combinagao
0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin foi a que permitiu obter melhores resultados. Com
efeito, a mistura 2,4-D / Kin tem sido considerada, por diversos autores, como a
combinagao mais eficiente para a indugdo de calli (Stafford et al., 1986; Sakuta e
Komamine, 1987; Mizukami et al., 1988; Nigra et al., 1989; Pintdo, 1989; Figuei-
redo e Pais, 1991; Figueiredo, 1992).

Embora existam espécies vegetais que nao necessitam de reguladores de cresci-
mento exdgenos para o estabelecimento das culturas de células, na generalidade dos
casos € necessdrio fornecer auxinas e citocininas ao meio de cultura (Aitchison ez
al., 1977). A presenca de auxinas no meio € indispensdvel para estimular a sintese
de RNA (mRNA, tRNA e rRNA) e, consequentemente, de proteinas necessdria ao
alongamento celular (Goodwin, 1983). Por seu turno, as citocininas promovem a di-
visdo celular (Shah et al., 1976), actuando como activadores especificos da mitose,
da diferenciacdo, e retardam os processos de senescéncia (Goodwin, 1983).

1.2. OBTENCAO DE CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAQ DE ONONIS
NATRIX

As culturas de células em suspensao de O. natrix foram estabelecidas em meio 1i-
quido MS suplementado com 20 g/1 de sacarose, 50 mg/1 de cisteina, 0,5 mg/1 2,4-
D e 1 mg/l Kin ou 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin. A substituicao do 4cido ascérbico,
utilizado nas culturas de calli, pela cisteina, deve-se ao facto de este composto, ser
um anti-oxidante mais eficaz nas culturas em suspensao, inibindo a actividade das
polifenoloxidases, evitando assim o acastanhamento provocado pela acumulacdo dos
produtos de oxidacao dos fendis (Anosike e Ojimetukwe, 1982). Além disso, o 4ci-
do ascérbico degrada-se rapidamente, no meio de cultura, com a autoclavagem, na
presenca de luz e em erlenmeyers sujeitos a agitagao (Elmore er al., 1990).

Em ambas as culturas, as células apresentavam-se isoladas ou formando pequenos
agregados, com elevada viabilidade (95-98 %). As células eram, geralmente, alon-
gadas com 112,5 pym 13,6 de comprimento e 32,5 um 2,3 de largura e
possuiam diversos amiloplastos. A proliferacdo dos amiloplastos pode dever-se,
segundo Mingo-Castel et al. (1991), a presenca de cinetina no meio de cultura.

As dimensoes das células atrds referidas sdo ligeiramente superiores as descritas
por Carew e Staba (1965) e Figueiredo (1992) noutras culturas, contudo, dentro dos
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valores descritos por Scragg (1986), que refere como limites 40-200 um de compri-
mento € 20-40 um de didmetro.

1.2.1. DETERMINACAO DO CRESCIMENTO CELULAR DAS CULTURAS
EM SUSPENSAO DE ONONIS NATRIX

O crescimento celular, nas culturas de células vegetais em suspensdo, pode ser
aferido por vdrios métodos: volume celular, nimero de células, peso seco, peso
fresco, teor em proteina, teor em DNA, condutividade do meio, viabilidade celular
e indice mitdtico (Dixon, 1985; Schripsema et al., 1990). A curva de crescimento
obtida é funcdo directa do método utilizado (Schripsema et al., 1991). Assim, refi-
ra-se por exemplo, que a curva de crescimento celular, determinada pelo método do
peso seco atinge o seu mdximo algum tempo antes da determinada pelo método do
peso fresco. Tal facto parece estar intimamente associado ao alongamento € aumen-
to do volume celulares, que ocorrem numa fase tardia. Ja a curva, determinada com
base na varia¢ao do nimero de células tem, regra geral, um perfil idéntico a do mé-
todo do peso seco. Cada método apresenta limitagdes e problemas prdéprios, aos
quais se juntam o elevado nimero de amostragens, geralmente necessdrio, € as con-
taminacdes, muito frequentes, por se tratarem de métodos invasivos.

O método baseado na determina¢ao do nimero de células tem, como problema
principal, a frequente ocorréncia de agregados celulares nas culturas de células ve-
getais. No caso do método do peso fresco, € dificil evitar grandes flutuagoes, entre
medicoes devidas a dgua do meio de cultura que adere as células. Deste modo, o
método do peso seco € mais preciso e €, geralmente, mais utilizado. A determinagao
da condutividade do meio depende da concentragdo de nitrato, ndo podendo por
isso, ser utilizada na comparacao do crescimento de culturas mantidos em meios
com formulagdo diversa.

Recentemente, Schripsema er al. (1990) desenvolveram um método ndo invasivo,
para a determinagdo do crescimento celular. O método baseia-se, funda-
mentalmente, na perda de peso das culturas, por dissimilacao da fonte de carbono.
A diminui¢ao do peso da cultura, ao longo do tempo € consequéncia da troca
equimolar de oxigénio, utilizado na degradagao dos agucares, por didoxido de carbo-
no.

Os estudos efectuados por Figueiredo (1992), com culturas de células em suspen-
sdo de Achillea millefolium, permitiram concluir que as curvas de crescimento, obti-
das com base na variagao do peso fresco ou na relagao quantidade de proteina / peso
seco apresentavam perfil idéntico as obtidas pelo método de dissimilagdao. Por outro
lado, verificou, ainda, que o consumo dos agicares do meio de cultura coincidia
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com o atingir da fase estaciondria, segundo o método de dissimilagdo. Dado tratar-
se, ainda, de um método expedito e isento de riscos de contaminagdes, em alguns
dos ensaios subsequentes, o crescimento celular das culturas em suspensio de O.
natrix, foi determinado pelo método da dissimilagdo.

1.2.2. ESTUDO DA INFLUENCIA DE DIVERSOS FACTORES NO CRESCI-
MENTO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO DE ONONIS
NATRIX

1.2.2.1. Densidade de inéculo

Nas culturas de células vegetais, o crescimento celular depende, de entre outros
factores, da concentragdo de indéculo inicial (Figueiredo er al., 1987; Sakuta e Ko-
mamine, 1987; Pedro et al., 1990; Figueiredo e Pais, 1991). A densidade de inécu-
lo inicial mais adequada, depende, ainda, da espécie em estudo, do meio de cultura
base e regulagdo hormonal utilizados (Street, 1977). Por exemplo, culturas de
células em suspensao de Cynara cardunculus, mantidas em meio T(NO;3)- (Tulecke,
1966), necessitavam de um volume de indéculo inicial de 30 x 103 cél./ml (Lima
Costa, 1987), enquanto as culturas mantidas em meio BS necessitavam apenas de
7 x 103 cél./ml (Figueiredo, 1987).

Das duas concentragdes ensaiadas (2 g/50 ml e 2,5 g/50 ml), para as culturas de
Ononis natrix, verificou-se que quer nos meios suplementados com 2,4-D/Kin, quer
com NAA/Kin, o inéculo de 2 g/50 ml era o que melhor crescimento celular indu-
zia (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Tempos de duplicagdo das culturas de células em suspensdo de O. natrix estabelecidas
com diferentes quantidades de in6culo inicial e diferentes combinagGes de reguladores de

crescimento
Densidade de indculo NAA/Kin 2,4-D/Kin
g/50 ml (p. f.) Tempos de duplicacdo Tempos de duplicagio
(h) (1))
2,0 42,9 43 4
2,5 48,6 50,3

Ambas as concentragoes de indculo ensaiadas estdo dentro dos valores geralmente
utilizados noutras culturas (Bailey e Ollis, 1977; Figueiredo, 1992).

50



Resultados e Discussao

1.2.2.2. Tempo de subcultura

O intervalo de tempo entre repicagens € outro factor determinante do crescimento
das células vegetais em suspensao.

As culturas em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS suplementado
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, e repicadas com intervalos de 12
dias apresentaram melhores taxas de crescimento (0,0134.h-1) em relacdo as cultu-
ras repicadas com intervalos de 16 dias (0,0105.h-1). Estas atingem também a fase
estaciondria cerca de 70 h mais tarde do que as primeiras (Fig. 1.1). Em ambas as
culturas nao se observou a fase de laténcia (Fig. 1.1). As diferengas encontradas
parecem ficar a dever-se a uma necrose celular mais elevada nas culturas subcultiva-
das todos os 16 dias.
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Fig.' 1.1. Curvas de dissimilagdo das culturas de O. natrix mantidas em meio MS, suplementadas com
20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin com diferentes tempos de subcultura.

Nas culturas suplementadas com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/1 Kin,
e repicadas com intervalos de 12 ou 21 dias apresentaram também comportamentos
diversos (Fig. 1.2). As ultimas apresentaram uma perda de peso, por dissimilagao,
inferior as culturas repicadas em intervalos de tempo mais curtos (12 dias). Em am-
bos, a fase estaciondria foi atingida, praticamente, a0 mesmo tempo (Fig. 1.2). Nas
culturas repicadas com intervalos de 21 dias era nitida uma fase de laténcia de 24-
30 h (Fig. 1.2), contrariamente ao verificado nas restantes culturas.

A presenga da fase de laténcia bem como a sua extensdo dependem, essencial-
mente, da composi¢ao do meio de cultura, da idade e do tamanho do indculo (Bai-
ley e Ollis, 1977). Quanto mais velho for o indculo, mais longa € a fase de laténcia
(Bailey e Ollis, 1977). A transferéncia de um inéculo com um crescimento pratica-
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mente nulo, devido a deplecdao de nutrientes e/ou acumulagao de toxinas, para um
meio novo, leva a uma fase de laténcia longa. Esta fase corresponde ao tempo que
as células levam a reactivar ou a desreprimir o seu metabolismo, 0 que parece estar
associado a difusdo de substdncias téxicas ou inibidores do crescimento das células
velhas para o meio de cultura fresco (Bailey e Ollis, 1977).

As culturas repicadas com intervalos de 12 dias ndo apresentaram fase de latén-
cia, muito provavelmente, por terem sido transferidas para meio fresco pouco tempo
depois de terem atingido a fase estaciondria (70-80 h) (Fig. 1.2). Além disso, o
nimero de células necrosadas €, nestas culturas, menor do que o observado nas
culturas repicadas com intervalos de 21 dias. King e Street (1977) referem mesmo
que, para obter culturas mais estdveis, as repicagens devem ser feitas imediatamente
antes do fim da fase exponencial de crescimento. '
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Fig. 1.2. Curvas de dissimilagio das culturas de O. natrix mantidas em meio MS, suplementadas com
0,5 mg/1 2,4-D e 1 mg/Kin com diferentes tempos de subcultura.

1.2.2.3. Influéncia da concentracdo de sacarose no crescimento celular em di-
versas regulacdes hormonais

Para qualquer das combinagoes dos reguladores de crescimento utilizados, o cres-
cimento celular foi manifestamente influenciado pela concentragdo de sacarose no
meio de cultura (Tabela 1.2). Embora qualquer das combinagdes de fitorreguladores
tivesse induzido o crescimento e mantido a integridade celulares, a combinagdo con-
tendo NAA foi a que permitiu obter menores tempos de duplicagdo, independente-
mente da concentracido de sacarose testada.
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Embora o 2,4-D seja uma auxina que inibe a produg¢ao de metabolitos secundd-
rios, € frequentemente utilizado na cultura de células vegetais, por promover um
crescimento celular superior ao de outras auxinas (Everett e Street, 1979; Lindsey e
Yeoman, 1983a; Morris et al., 1985; Morris, 1986; Robins er al., 1986; Takeda,
1988). No entanto, quer em O. natrix, quer em Centaurea calcitrapa (Miguel,
1989), o NAA revelou-se uma auxina mais eficiente.

Tabela 1.2. Tempos de duplicagao de culturas de O. natrix em suspensdo crescendo em meio MS
suplementado com 0,5 mg/1 2,4-D / 1 mg/l Kin e 0,5 mg/l NAA / 1 mg/l Kin, em diver-
sas concentragdes de sacarose

Tempos de duplicagdo
Concentragio de NAA / Kin 2,4-D / Kin
sacarose (g/1)
10 45,0 54,6
20 40,6 51,8
25 41,2 43 4
30 45,7 46,0
40 36,3 51,4
50 49,4 55,1
60 47,5 67,7
80 64,9 82,0

No meio suplementado com NAA/Kin, o tempo de duplicagdo mais baixo
(36,3 h) foi observado em culturas mantidas com 40g/1 de sacarose. Por seu turno,
no meio suplementado com 2,4-D/Kin, o melhor tempo de duplicagdo foi observado
em culturas mantidas com 25 g/1 de sacarose (Tabela 1.2). Estes resultados mostram
claramente que, para uma mesma espécie, o efeito da concentragdao de sacarose, no
crescimento celular depende também da combinacdo dos fitorreguladores empre-
gues.

Para qualquer das combinagdes de fitorreguladores testadas, as culturas mantidas
com 50, 60 e 80 g/l de sacarose apresentaram menor crescimento celular e um
maior acastanhamento. Embora Battat et al. (1989) considerem o crescimento das
células em suspensao independente da concentracdao de agticar, varios autores refe-
rem resultados idénticos aos obtidos com as culturas de O. natrix (Carceller et al.,
1971; Westcott e Henshaw, 1976; Phillips e Henshaw, 1977; Drapeau et al., 1986;
Daie er al., 1987; Wallace, 1987; Figueiredo e Pais, 1991). O acastanhamento veri-
ficado nestas culturas pode dever-se a elevada relagdo C / N do meio. Com efeito, a
deplegao do azoto do meio pode direccionar o metabolismo dos agucares para a pro-
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ducdo de compostos fendlicos (Amorim et al., 1977; Phillips e Henshaw, 1977,
Lips et al., 1987; Takeda, 1988; Do e Cormier, 1991).

1.2.2.4. Efeito da auséncia de auxina ou citocinina

Nas culturas de células vegetais utiliza-se, geralmente, uma combinacdo de fitor-
reguladores, constituida por uma auxina € uma citocinina, cuja concentragio relativa
varia de acordo com o fim em vista: calogénese, organogénese € produgdo de meta-
bolitos secunddrios, entre outros.

Nas culturas de O. natrix, foi possivel manter o crescimento celular em meio
contendo NAA ou 2,4-D, como unicos fitorreguladores. No entanto, estas culturas
apresentavam, ao fim de 4-5 repicagens, um crescimento inferior ao verificado nas
culturas mantidas com auxina e citocinina (Fig. 1.3 e 1.4). De realcar que, as cultu-
ras mantidas s6 com NAA, se mostraram mais sensiveis a auséncia de cinetina, do
que as culturas mantidas s6 com 2,4-D (Fig. 1.3 e 1.4). Na Fig. 1.4 observa-se
que, embora as culturas mantidas com 2,4-D, tenham um crescimento inicial mais
lento, atingem, por volta das 250 h, valores de dissimilagdo idénticos aos das cultu-
ras mantidas com 2,4-D/Kin. As culturas mantidas em NAA, pelo contrdrio, apre-

sentaram sempre valores de dissimilagdo inferiores aos das culturas mantidas com
NAA / Kin (Fig. 1.3).
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Fig. 1.3. Curvas de dissimilagdo de culturas de O. natrix mantidas em meio MS suplementadas com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin ou 20 g/I de sacarose e 0,5 mg/l NAA.

Os resultados obtidos sugerem que o crescimento celular das culturas de O. na-
trix € independente do fornecimento de citocininas exdgenas. Resultados idénticos
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tém sido descritos por diversos autores (Aitchison er al., 1977) e justificados pela
producao enddgena de fitorreguladores. Ernst er al. (1984) verificaram a sintese de
citocininas por culturas de células de Pimpinella anisum e, mais recentemente, De-
Eknamkul e Ellis (1985a) observaram que a produgdo de biomassa, por culturas de
células em suspensao de Anchusa officinalis, mantidas em meio desprovido de cito-
cininas, era idéntico a das culturas mantidas em meio suplementado com 0,1 mg/l
de cinetina. Segundo os ultimos autores, observava-se um aumento lento da agrega-
¢do celular, nas culturas sem citocininas, o que parece indicar que os niveis internos
de citocinina sdo suficientes para manter o crescimento e expansdo celulares, mas
insuficientes para permitir obter uma cultura de células homogénea e finamente divi-
dida.
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Fig. 1.4. Curvas de dissimilagdo de culturas de O. natrix mantidas em meio MS suplementadas com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/1 2,4-D e 1 mg/1 Kin ou 0,5 mg/1 2,4-D.

As culturas mantidas com cinetina apresentaram crescimento celular similar ao
das culturas mantidas com NAA/Kin (Fig. 1.5). Os valores de dissimila¢do encon-
trados para ambas as culturas foram bastante semelhantes, com as fases exponen-
ciais praticamente sobreponiveis e o inicio das fases estaciondrias atingidas simulta-
neamente, ao fim de 220-240 h (Fig. 1.5).

Resultados idénticos foram descritos por outros autores (Aitchison et al., 1977),
utilizando culturas de células de espécies diversas. Contudo, as culturas de O. natrix
mantidas nas novas condi¢des, hd 3-4 repicagens, foram provenientes das culturas
suplementadas com NAA/Kin ou 2,4-D/Kin. Niveis de auxina ou citocinina podem,
ainda, estar presentes intracelularmente, e serem responsdveis pela independéncia
das culturas de O. natrix, a curto prazo, a estes fitorreguladores exdgenos.
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Dos resultados obtidos e nas nossas condi¢oes experimentais, as culturas de célu-
las em suspensdo de O. natrix mostraram-se mais sensiveis a auséncia de cinetina do
que a de NAA (Fig. 1.3 e 1.5).
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Fig. 1.5. Curvas de dissimilagao das culturas de O. natrix mantidas em meio MS suplementadas com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin ou 20 g/l de sacarose e 1 mg/l Kin.

1.3. CARACTERIZACAO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAQ
EM TERMOS DO CONSUMO DE ACUCARES, NITRATO E AMONIO

As culturas de células em suspensdo de O. natrix foram caracterizadas, ndao s6
em termos de crescimento celular, mas também no que se refere a mobilizagao de
agucares, amonio e nitrato do meio de cultura.

1.3.1. INFLUENCIA DO TIPO DA FONTE DE CARBONO NA MOBILIZACAO
DOS ACUCARES

Nestes ensaios, as suspensdes foram mantidas em meio MS suplementado com
0,5 mg/l de NAA, 1 mg/1 de cinetina e 20 g/1 de sacarose, frutose ou glucose. Em-
bora as células tivessem utilizado qualquer das fontes de carbono ensaiadas, verifi-
cou-se, no entanto, que a glucose era mobilizada mais lentamente do que as res-
tantes (Fig. 1.6). Enquanto, ao fim de oito dias, a sacarose e a frutose jd tinham si-
do completamente consumidas do meio, a glucose s6 o foi ao fim de 12 dias (Fig.
1.6). Outros autores (Nigra et al., 1990) testaram, também, diversas fontes de car-
bono (sacarose, glucose, frutose € maltose) em culturas de células em suspensdo de
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Solanum eleagnifolium Cav., tendo verificado a mobiliza¢ao de qualquer das fontes,
mas com crescimentos celulares € produgao de metabolitos secunddrios diversos.

Os meios suplementados com sacarose apresentavam jd glucose e frutose aquando
da inoculagdo (fig. 1.7). A presenca destas hexoses parece dever-se a degradagdo da
sacarose, com a autoclavagem, processo usado na esterilizacdo do meio de cultura.
Resultados idénticos foram referidos por outros autores (Hsiao € Bornman, 1991;
Owen et al., 1991; Figueiredo, 1992). Para além da hidrdlise da sacarose, por este-
rilizacdo a quente dos meios de cultura, Owen er al. (1991) verificaram, ainda,
alteragdo do pH do meio.
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Fig. 1.6. Mobiliza¢ao dos hidratos de carbono do meio, nas culturas de O. natrix mantidas em meio
MS, suplementadas com diversas fontes de carbono e 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin.

Nas culturas de O. natrix verificou-se que, a hidrélise da sacarose precedia a mo-
bilizagao completa da correspondente glucose e frutose (fig. 1.7). Estes resultados
estdao de acordo com os referidos por alguns autores (Merillon ef al., 1984; Daie et
al., 1987; Grey et al., 1987; Masuda et al., 1988; McDonald e Jackman, 1989;
Heijden, 1989; Goldner er al., 1991; Schripsema et al., 1991), alguns dos quais
(Daie et al., 1987; Masuda et al., 1988; Goldner er al., 1991) verificaram, noutras
culturas, a presenga de invertases dcidas na paredes celulares, responsdveis pela réd-
pida hidrélise da sacarose; a mobilizagdo das correspondentes hexoses ocorria ulte-
riormente. Contudo, Daie et al. (1987) verificaram a existéncia de um transportador
da sacarose, a nivel da membrana celular, que permitia a utilizagdo directa da saca-
rose pelas células.

Embora nas culturas de O. natrix se registasse um aumento dos niveis de frutose
e glucose no meio de cultura (Fig. 1.7), logo a seguir a repicagem, verificou-se o
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consumo simultaneo de agucares, traduzido, pela diminui¢ao dos niveis de agticares
totais (Fig. 1.7). Estes resultados podem significar uma actividade das invertases su-
perior ao consumo dos dois monossacdridos. Além disso, a hidrdlise da sacarose, no
tempo 0, ndo se traduziu em quantidades equimolares das correspondentes hexoses;
a frutose aparecia sempre em maior concentragao. Este facto pode dever-se a uma
possivel isomerizacdao da glucose em frutose, pela ac¢ao do calor.
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Fig. 1.7. Mobilizagao dos hidratos de carbono no meio, nas culturas de O. natrix mantidas em meio
MS e suplementadas com 20 g/I de sacarose e 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin.

ApoOs a repicagem, a glucose parece ser a hexose preferencialmente consumida
pelas células (Fig. 1.7). Noutras culturas, outros autores verificaram também um
consumo preferencial da glucose em relagao a frutose (McDonald e Jackman, 1989;
Schripsema et al., 1991; Figueiredo, 1992). No entanto, tal ndo se verificou nas
culturas suplementadas com glucose, como unica fonte de carbono (Fig. 1.6). Estes
resultados ficam, pois por explicar.

Nas primeiras 50 h; apds a repicagem, o aumento do teor em frutose foi ligeira-
mente superior ao da glucose. Contudo, a partir dessa altura, parece ter havido um
consumo preferencial de frutose (Fig. 1.7). Do exposto, parece que, inicialmente,
as células mostraram uma ligeira preferéncia pela glucose para posteriormente con-
sumirem, de uma forma ligeiramente mais rdpida, a frutose (Fig. 1.7).

Nas culturas suplementadas com glucose, como tnica fonte de carbono, a sua
mobiliza¢do foi mais lenta, traduzindo-se por uma fase estaciondria atingida mais
tarde relativamente as restantes duas fontes de carbono (Fig. 1.8). No entanto, a
producao de biomassa, expressa em peso seco, foi superior a da frutose (fig. 1.8).
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Em conclusdo, a sacarose foi a fonte de carbono que melhor induziu o cresci-
mento das culturas de células de O. narrix, quer em termos de produgdo de biomas-
sa, quer em termos de tempo necessdrio para atingir a fase estaciondria (Fig. 1.8).
Nas culturas mantidas em frutose, a fase estaciondria foi atingida quase ao mesmo
tempo da das mantidas em sacarose, mas mais cedo do que as culturas mantidas em
glucose. Por outro lado, nas culturas mantidas com glucose, como unica fonte de
carbono, apesar de uma absorcao inicial mais lenta (Fig. 1.6), verificou-se uma
maior produgdo de biomassa, relativamente as culturas suplementadas com frutose
(Fig. 1.8). Neste caso, a mobiliza¢do mais rdpida da cetose levou a que se atingisse
a fase estaciondria mais cedo, sem, no entanto, se registar uma produgao de biomas-
sa superior ao verificado com as culturas mantidas em glucose. Sakamoto er al.
(1993) verificaram que, em culturas de Aralia cordata, a frutose era, de entre a sa-
carose € a glucose, a fonte de carbono que menos induzia o crescimento celular, em

termos de peso fresco.

1.6¢

141

1.2]
e
o
T |
o [
& 0.8 ~ SACAROSE
2 + GLUCOSE
2 06 * FRUTOSE
(0]
a

N
e

S
o N

! 1 1 ! 1 Il 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (h)

Fig. 1.8. Influéncia de fontes de carbono diversas no crescimento celular das culturas de O. natrix
mantidas em meio MS, suplementadas com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 20 g/l de
sacarose, glucose ou frutose.

1.3.2. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SACAROSE NA MOBILIZA-
CAO DOS HIDRATOS DE CARBONO DO MEIO DE CULTURA

Para o estudo da mobilizacao dos hidratos de carbono, ensaiaram-se varias
concentracdes de sacarose (10, 20, 50 e 80 g/l) em culturas de O. natrix, mantidas
em meio MS, e suplementado com 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin.
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A jd referida hidrdlise da sacarose, promovida pela autoclavagem, foi também

verificada nas culturas suplementadas com 10, 50 e 80 g/l de sacarose (Fig. 1.9,
1.10e 1.11).
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Fig. 1.9. Mobilizagao dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensdo de O.

natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 10 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e
1 mg/1 Kin.
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Fig. 1.10. Mobilizagao dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensdo de O.

natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 50 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e
1 mg/IKin.
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Fig. 1.11. Mobilizagdo dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensio de O.
natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 80 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e
1 mg/1 Kin.

Nas primeiras 60-80 h, para as culturas mantidas em 10 e 20 g/1 de sacarose, e
100-120 h, para as culturas mantidas em 50 e 80 g/1 de sacarose, a possivel hidroli-
se da sacarose, pelas invertases, foi mais rdpida do que o consumo das respectivas
hexoses, uma vez que se observa um aumento daqueles monossacdridos no meio de
cultura (Fig. 1.12 e 1.13). Nas culturas mantidas em 50 e 80 g/l de sacarose, o au-
mento dos teores em glucose e frutose, verificado até as 100-120 h, parece dever-se
aos elevados niveis de dissacdrido utilizados. Os nossos resultados sugerem que, en-
quanto houver sacarose no meio de cultura, a sua hidrélise € mais importante e mais
rdpida do que o consumo das correspondentes hexoses. Apesar da hidrélise da saca-
rose ser rdpida em qualquer das concentragdes ensaiadas (Fig. 1.14), ela é mais sig-
nificativa nas culturas suplementadas com 50 e 80 g/l de sacarose. Nestas culturas,
atingiram-se valores minimos ao fim de 140 h, ou seja, cerca de 40 h mais tarde do
que as culturas suplementadas com 10 e 20 g/l (Fig. 1.14). Nas culturas mantidas
em 50 e 80 g/l de sacarose, verificou-se, a partir sensivelmente das 200 h, um au-
mento do teor deste dissacdrido, atingindo um mdximo as 260 h, para as culturas
suplementadas com 50 g/l de sacarose, e as 500 h pafa as restantes (Fig. 1.14). Em-
bora n3o sendo possivel explicar estes resultados, importa referir que outros autores
(McDonald e Jackman, 1989) obtiveram resultados semelhantes, com culturas de
células em suspensdo de Medicago sativa.
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Fig. 1.12. Mobiliza¢do da glucose do meio de cultura das células em suspensdo de O. narrix, manti-

das em meio MS, suplementadas com concentragdes diversas de sacarose e 0,5 mg/l NAA
e 1 mg/l Kin.
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Fig. 1.13. Mobilizagido da frutose do meio de cultura das células em suspensdo de O. natrix, manti-

das em meio MS, suplementadas com concentragGes diversas de sacarose e 0,5 mg/l NAA
e 1 mg/l Kin.
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Fig. 1.14. Mobilizagdo da sacarose do meio de cultura das células em suspensdo de O. natrix, man-
tidas em meio MS, suplementadas com concentragbes diversas de sacarose e 0,5 mg/l
NAA e 1 mg/l Kin.

As culturas suplementadas com 10 g/1 de sacarose consumiram preferencialmente
a glucose nas primeiras 140 h, e sé depois a frutose (Fig. 1.9). Por seu turno, nas
culturas mantidas em 20 g/l de sacarose, a frutose comega a ser preferencialmente
consumida pelas células, a partir das 50-100 h, (Fig. 1.7). Em contraste, as culturas
suplementadas com 50 e 80 g/l de sacarose nao apresentaram uma preferéncia tao
nitida pelo consumo inicial de glucose (Fig. 1.10 e 1.11). Do exposto, pode
concluir-se que a mobilizagdo da glucose e frutose, nas culturas de O. narrix
suplementadas com sacarose, depende da concentragdo de ambas as hexoses no
meio. Quando hd concentragdes elevadas de glucose e frutose no meio, a sua
mobilizac¢do, ao longo do tempo, € praticamente igual.

As hexoses, resultantes da hidrolise da sacarose, para além de funcionarem como
substrato respiratdrio e precursores carbonados para os diversos componentes celula-
res (Grey et al., 1987), podem, ainda, ser acumuladas nas células, sob a forma de
substancias de reserva. Isto explica, em certa medida, os valores mais elevados de
biomassa (p. s.) obtidos com as culturas suplementadas com concentragcdes mais ele-
vadas de sacarose (Fig. 1.15).
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Fig. 1.15. Influéncia da concentracdo de sacarose no crescimento celular das culturas de O. natrix.

1.3.3. INFLUENCIA DO BALANCO DE AZOTO NA MOBILIZACAO DOS HI-
DRATOS DE CARBONO DO MEIO DE CULTURA

Na variagdo A, as culturas foram mantidas em meio MS, suplementado com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l de NAA e 1 mg/l Kin. Nas restantes variagoes, utili-
Zou-s€ 0 mesmo meio mas com um balango de azoto alterado: 1) variagio B
(1,65 g/l KNOj e 1,9 g/l NH4;NOs3), 2) variagao C (4 g/l KNO3) e 3) variagdao D
(3,2 g/1 NH4NO3).

Em todas as variagOes, verificou-se o desaparecimento rdpido da sacarose do
meio de cultura (Fig. 1.16). Ao fim de 100 h, cerca de 90 % da sacarose jd tinha
sido mobilizada do meio de cultura. Das quatro variacOes testadas, foi na variacao
C que se verificou uma mobilizagdo mais lenta dos hidratos de carbono totais, pre-
sentes no meio de cultura (Fig. 1.17). Nesta varia¢do, ndo se registou qualquer mo-
bilizagao de hidratos de carbono, nas primeiras 100 h, contrariamente ao verificado
nas restantes variagoes (Fig. 1.17). Ao fim de 300 h, nas variagoes A, B € D nao
existiam, praticamente, agucares no meio de cultura, ao passo que na variacao C, tal
s6 ocorreu ao fim de 450 h (Fig. 1.17). Estes resultados sugerem que a velocidade
de mobilizagao dos hidratos de carbono, do meio de cultura, estd directamente liga-
da a quantidade e natureza da fonte de azoto presente, tal como referem Grey ef al.
(1987).
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Fig. 1.16. Mobilizagdo da sacarose do meio de cultura das células em suspensdo de O. natrix, manti-

das em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin e
diversos balangos de azoto

Variagdo A: 1,9 g/l KNOj e 1,65 g/l NHy;NO;;
Variagdo B: 1,65 g/l KNO; e 1,9 g/l NH,;NO;;
Variagio C: 4 g/l KNOs;

Variagdo D: 3,2 g/l NH,NO;
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Fig. 1.17. Mobilizagio dos hidratos de carbono totais do meio de cultura das células em suspensio
| de O. natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l
NAA e 1 mg/l Kin e diversos balangos de azoto
Variagdo A: 1,9 g/l KNO; e 1,65 g/l NH,NOj5;
Variagdo B: 1,65 g/l KNO; e 1,9 g/l NH4,NOs;
Variagdo C: 4 g/l KNOy;
Variagao D: 3,2 g/l NHy;NO;.
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Enquanto nas variagoes A e B, o consumo preferencial da frutose verificou-se a
partir das 50 e 100 h, respectivamente (Fig. 1.7 e 1.18), nas variacdes C e D, este
facto sé se verificou a partir das 400 e 240 h, respectivamente (Fig. 1.19 e 1.20).
Estes resultados parecem revelar que a mobilizacdo da glucose e da frutose depende,

para além da concentrag@o inicial de sacarose, referida no subcapitulo anterior, do
balang¢o de azoto do meio de cultura.
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Fig. 1.18. Mobilizagdo dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensio de O.

natrix, mantidas em meio MS com 1,9 g/l NH,;NO; e 1,65 g/l KNO;, suplementadas com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l de NAA e 1 mg/l de Kin (variagao B).

25
~20¢
|
(9)] L
N— -
15
@ ~ AGU. TOTAL
o + SACAROSE
< 10f * GLUCOSE
o = FRUTOSE
e [
o [
O 5
!.
1 1 Ly :d

0 100 200 300 400 500 600 700
Tempo (h)

Fig. 1.19. Mobilizagdo dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensio de O

natrix, mantidas em meio MS com 4 g/l de KNO;, suplementadas com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin (variagao C).
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Fig. 1.20. Mobilizagdo dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensdo de O.
natrix, mantidas em meio MS com 3,2 g/l de NH;NO;, suplementadas com 20 g/l de
sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l de Kin (variago D).

1.3.4. INFLUENCIA DA REGULACAO HORMONAL NA MOBILIZACAO
DOS HIDRATOS DE CARBONO DO MEIO DE CULTURA

Nas culturas mantidas em meio MS suplementadas com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l NAA e 1 mg/ Kin; 0,5 mg/l NAA ou 1 mg/l Kin verificou-se uma relagao
directa entre o crescimento celular (Fig. 1.3 e 1.5) e a mobilizacdo dos hidratos de
carbono do meio de cultura (Fig. 1.21).

Nas culturas suplementadas com cinetina, o consumo de agucares totais nas
primeiras 110 h, foi praticamente idéntico ao das culturas suplementadas com
NAA/Kin. A partir dessa altura passou a ser ligeiramente mais lenta (Fig. 1.21).
Por seu turno, nas culturas suplementadas s6 com NAA, a mobilizagao dos hidratos
de carbono totais foi mais lenta desde as 50 h (Fig. 1.21).

Ao fim de 130 h de cultura, registaram-se, em qualquer das variagdes ensaiadas,
niveis muito baixos de sacarose (Fig. 1.22). Os fitorreguladores utilizados ndo pare-
cem ter interferido no processo de inversao da sacarose.
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Fig. 1.21. Mobiliza¢do dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensdo de O.

natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e
1 mg/1 Kin, ou 0,5 mg/l NAA ou 1 mg/l Kin.
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Fig. 1.22. Mobilizagdo da sacarose do meio de cultura das células em suspensdo de O. natrix, manti-

das em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, ou
0,5 mg/l NAA ou 1 mg/l Kin.

As culturas suplementadas com 0,5 mg/l NAA ou 1 mg/l Kin mobilizaram, pre-
ferencialmente, a glucose nas primeiras 120 h (Fig. 1.23 e 1.24). A partir desta al-

tura, o consumo preferencial da frutose foi mais nitido nas culturas suplementadas
com 1 mg/l Kin (Fig. 1.23).
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Fig. 1.23. Mobilizagao dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensdo de O.
natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose e 1 mg/1 Kin.
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Fig. 1.24. Mobilizagao dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensdo de O.
natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/I de sacarose e 0,5 mg/l NAA.

Para as culturas suplementadas com 0,5 mg/l 2,4-D, o crescimento foi ligeira-
mente inferior ao das culturas suplementadas com 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin
(Fig. 1.4). Além disso, a mobilizacdo dos hidratos de carbono totais (Fig. 1.25) e
da sacarose do meio (Fig. 1.26), foi muito semelhante ao das culturas suplementa-
das com 2,4-D/Kin. Acresce que a mobilizagao completa dos agicares totais e da

sacarose do meio de cultura ocorreu mais tarde do que as culturas suplementadas
com 2,4-D/Kin, cerca de 40 e 30 h, respectivamente.
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Fig. 1.25. Mobilizacdo dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensdo de O.
natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin ou
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Fig. 1.26. Mobilizagdo da sacarose do meio de cultura das células em suspensdo de O. natrix, manti-

das em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin ou
0,5 mg/1 2,4-D.

Nas culturas mantidas com 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin ou com 0,5 mg/l 2,4-D,
o consumo preferencial da glucose, em relagao a frutose foi mais nitido do que em
qualquer das variagdes até agora estudadas (Fig. 1.27 e 1.28). O consumo preferen-
cial da frutose ocorreu cerca das 150 h, para a regulagao 2,4-D/Kin, e das 200 h pa-
ra a regulacdo 2,4-D. Nas culturas suplementadas s6 com 2,4-D, a glucose desapa-
receu totalmente do meio de cultura cerca de 20 h mais tarde do que nas culturas su-
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plementadas com 2,4-D/Kin (Fig. 1.27 e 1.28). No que se refere a frutose, o seu
desaparecimento do meio ocorreu cerca de 40 h mais tarde (Fig. 1.27 e 1.28).
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Fig. 1.27. Mobilizagdo dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensido de O.
natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose e 0,5 mg/l 2,4-D e

1 mg/1 Kin.
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Fig. 1.28. Mobilizagdo dos hidratos de carbono do meio de cultura das células em suspensao de O.
natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose e 0,5 mg/l 2,4-D.

O consumo preferencial da glucose, logo apds a repicagem, foi também verifica-
do por Figueiredo (1992) nas culturas de células em suspensdo de A. millefolium.
Segundo este autor, a frutose so era rapidamente consumida quando, praticamente,
ndo existia glucose no meio de cultura. Nas culturas de O. natrix, tal facto sé se
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verificou em algumas situagoes (Fig. 1.19, 1.20, 1.27, 1.28). Houve casos, em que
a frutose comegou a ser preferencialmente consumida, ainda que de uma forma
ligeira, quando no meio estavam presentes, cerca de 6 g/l de glucose (Fig. 1.7,
1.18, 1.23, 1.24). Por outro lado, nas culturas de O. natrix mantidas em 50 g/1 de
sacarose, o consumo da frutose e glucose, era praticamente igual ao longo do tempo
(Fig. 1.10). Estes resultados sugerem que a exaustao da glucose, do meio de cultu-
ra, ndo € o unico factor determinante do consumo preferencial da frutose.

1.3.5. MOBILIZACAO DO NITRATO E DO AMONIO DO MEIO DE CULTU-
RA

Na cultura de células vegetais, o nitrato € 0 amonio sdo as fontes de azoto inor-
ganico mais usadas. Fontes de azoto organico, como sejam a ureia € aminodcidos
(glutamina, dcido glutdmico ou mistura de aminodcidos), podem igualmente ser uti-
lizadas. Das fontes de azoto referidas, o nitrato é a mais importante, quer em ter-
mos quantitativos, quer em termos do nimero de culturas que pode crescer num
meio sé com nitrato, como unica fonte de azoto (Dougall, 1980; Thorpe, 1980).

No metabolismo do azoto inorganico consideram-se, consoante a fonte utilizada,
0s seguintes mecanismos:

1) Redugado do nitrato

A reducdo do nitrato a amonio, nas plantas, ocorre em dois passos principais:

a) a redugdo do nitrato a nitrito, catalisada pela nitrato redutase, que requer
NADH ou NADPH (Kirby et al., 1987; Wallace, 1987);

b) a redugdo do nitrito a aménio pela via assimilativa (Kirby et al., 1987). Este
passo envolve, ainda, trés reacgoes intermédias, uma vez que se formam hiponitrito
e hidroxilamina, antes de se obter o amdnio. A redu¢ao do nitrito a amonio € cata-
lisada pela nitrito redutase. Como a actividade da nitrito redutase € superior a da ni-
trato redutase, nao se acumula nitrito, excepto nos casos de anaerobiose (Wallace,
1987).

A nitrato redutase parece ser activada pelo nitrato do meio de cultura nas células
vegetais (Heimer e Filner, 1970, 1971; Hahlbrock et al., 1974; Behrend e Mateles,
1975, 1976; Jones et al., 1976; Mohanty e Fletcher, 1976; Zink e Veliky, 1977;
Langendorfer et al., 1988). No entanto, esta activagao pode ser limitada por deter-
minados aminodcidos, podendo este efeito ser anulado, por sua vez, na presenga de
outros aminodcidos (Behrend e Mateles, 1975; Dougall, 1980; Langendorfer ez al.,
1988). Em contraste, 0 id30 amoénio nao parece afectar a activagao da nitrato redutase
(Oaks, 1974; Mohanty e Fletcher, 1976; Zink e Veliky, 1977).
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2) Assimilagcdo do amonio

O amonio, obtido por reducdo do nitrato ou fornecido directamente ao meio de
cultura, € utilizado pelas células vegetais, no seu metabolismo. Embora alguns auto-
res refiram exemplos de culturas de células vegetais que crescem na presenga de
amonio como unica fonte de azoto (Martin er al., 1977), a sua assimilagdo parece
depender da presenca de dcidos tricarboxilicos do ciclo de Krebs (Gamborg e Shy-
luk, 1970; Oaks, 1974; Behrend e Mateles, 1975, 1976; Molnar, 1988). Segundo
estes autores, o papel destes dcidos organicos € o de fornecer a-cetoglutarato, que é
0 substrato para as enzimas glutamatodesidrogenase ou glutamato sintetase, para a
sintese do 4cido glutdmico, geralmente, considerado ser o primeiro passo para a as-

similagdo do aménio.

1.3.5.1. Influéncia da fonte de carbono na mobilizacdo do amdnio e nitrato do
meio de cultura

Nas culturas de células em suspensao de O. natrix, mantidas em meio MS, suple-
mentadas com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 20 g/l de sacarose, frutose ou glucose,
registou-se a mobiliza¢do quer do amdnio, quer do nitrato do meio de cultura (Fig.
1.29a e 1.29b). Apesar dos teores iniciais de amoénio (0,37 g/I) e de nitrato
(2,45 g/1) serem diversos, o perfil de consumo nas culturas mantidas em glucose e
frutose aponta para uma preferéncia inicial para o amoénio (Fig. 1.29a). Com efeito,
estas culturas tinham, ao fim de 100 h, consumido cerca de 40 % do aménio do
meio e s6 cerca de 10 % do nitrato fornecido. Em contraste, as culturas mantidas
em sacarose consumiram, no mesmo intervalo de tempo, 40 e 39 % de aménio e ni-
trato do meio, respectivamente. Resultados idénticos aos das culturas de O. natrix
mantidas em glucose e frutose foram referidos por outros autores, em culturas de
células de espécies diversas (Bayley et al., 1972, Hahlbrock et al., 1974; Rose e
Martin, 1975; Kirby er al., 1987; McDonald e Jackman, 1989; Figueiredo, 1992).

Rose e Martin (1975) sugerem que o consumo preferencial do aménio, nas pri-
meiras horas apos a repicagem, pelas culturas de células em suspensdao de Ipomoea,
se deve a necessidade de utilizarem o aménio, para iniciar a divisao celular e, si-
multaneamente, manter niveis elevados de azoto intracelular. Nesta primeira fase de
crescimento, o nitrato poderia ser usado em simultaneo caso houvesse necessidade.

Ullrich (1987) sugere, por outro lado, que o consumo preferencial do aménio,
sobre o nitrato, pode dever-se a um efeito inibidor do aménio sobre a absor¢ao do
nitrato. Segundo o mesmo autor, esta inibi¢do dever-se-ia a um bloqueio dos trans-
portadores de nitrato, quer pelo aménio, quer pelos seus produtos, ou ainda, por
uma inibicdo fisica (alteracao do pH ou do potencial de membrana). Nao € de ex-
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cluir a hipdtese de o consumo preferencial do aménio, nas primeiras horas, se dever
também ao facto da redugdo do nitrato ser um processo energeticamente dispendio-
so, necessitando de NADH e NADPH, obtidos a partir da via pentose fosfato.
Contudo, os nossos resultados sugerem que o consumo, quer do nitrato, quer do
amonio depende, para além de outros factores, da fonte de carbono utilizada. En-
quanto nas culturas mantidas em sacarose e frutose, o consumo do aménio foi seme-
lhante, nas culturas mantidas em glucose, este foi mais lento (Fig. 1.29a). Diferen-
¢as mais significativas foram observadas para a mobilizacdo do nitrato. Nas culturas
mantidas em sacarose observou-se, logo desde o inicio, uma maior mobilizacdao do
nitrato. Em contraste, e de forma mais nitida do que para o aménio, foi nas culturas

mantidas em glucose que se observou um consumo mais lento do nitrato (Fig.
1.29b).
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Fig. 1.29. Mobilizagao do aménio (a) e nitrato (b) do meio, em cultura de O. natrix, suplementadas
com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 20 g/l sacarose, glucose ou frutose.
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Em qualquer dos ensaios, a deplecdo acentuada do aménio do meio de cultura,
verificada com o atingir da fase estaciondria, nao foi acompanhada por igual deple-
¢ao do nitrato (Fig. 1.29a e 1.29b). Estes resultados parecem indicar que, nas
condicOes ensaiadas, a concentragao de nitrato era superior a estritamente necessdria
ao crescimento celular.

Nas culturas mantidas em glucose e frutose observou-se, em fase estaciondria tar-
dia, o aumento da concentracao de aménio no meio de cultura (Fig. 1.29a). Com-
portamento semelhante foi descrito por Heijden (1989) em culturas de Tabernae-
montana em fase estaciondria adiantada. Segundo o mesmo autor, estes resultados
dever-se-iam ao facto de, nesta fase, se verificar uma morte celular intensa levando
a que os conteidos das células fossem libertados para o meio de cultura. Os resi-
duos de aminodcidos interfeririam no método de quantificagdo levando a registos de
teores em amoénio superiores aos realmente presentes.

Quanto ao ligeiro aumento dos teores em nitrato, verificado nas culturas em fase
estaciondria adiantada pode dever-se, seguindo 0 mesmo raciocinio, a libertacao do
nitrato acumulado nas células e nao metabolizado.

1.3.5.2. Influéncia da concentra¢do de sacarose na mobilizacdo do aménio e do
nitrato do meio de cultura

Nas culturas suplementadas com 10 g/l de sacarose verificaram-se os niveis mais
baixos de mobilizacdo, quer do amoénio, quer do nitrato (Fig. 1.30a e 1.30b). Nas
culturas suplementadas com 80 g/1 de sacarose, a mobilizagao do aménio e do nitra-
to do meio, foi ligeiramente mais lenta do que a das culturas suplementadas com 20
e 50 g/l de sacarose (Fig. 1.30a e 1.30b).

As culturas suplementadas com 50 e 80 g/l de sacarose mobilizaram quase total-
mente o nitrato do meio (Fig. 1.30b). Nestas culturas, ao fim de 540-560 h, pratica-
mente n3o existia nitrato no meio de cultura, o que contrastava com as culturas su-
plementadas com 10 e 20 g/l de sacarose, em que o nitrato ndo foi totalmente mobi-
lizado do meio (Fig. 1.30b). Estes resultados sugerem que o teor de nitrato forneci-
do as culturas suplementadas com 10 e 20 g/l de sacarose foi superior ao necessdrio
para o crescimento celular. Parece, com efeito, haver uma relagao estreita entre o
metabolismo dos agticares e o do azoto. Segundo Rose e Martin (1975), a adigao de
sacarose, as culturas de Ipomoea sp., ao fim de 6-7 dias de subcultura, induzia um
novo aumento de crescimento, sem necessidade de se renovar qualquer outro nu-
triente, hormona ou vitamina. Nao havendo fonte de carbono disponivel, essencial a
formagdo do esqueleto carbonado dos aminodcidos, ndo se verifica a assimilagao do
azoto necessdrio a aminagao.

75



Ononis natriy

400

'§vv

Y§VIV

Concentragdo (mg/I)

v§rv|

[

0 . I | . n . . |
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Tempo (h)
a
3_
St
Zaf
& |
o
S I
o
T [
T
o1
Qidr
Sl
8
O 1 1 1 1 1 1 I y
0 100 200 300 400 S00 600 700 800 900
Tempo (h)

Fig. 1.30. Mobilizagdo do aménio (a) e nitrato (b) do meio, em culturas de O. natrix mantidas em
meio MS, suplementadas com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e diversas concentragbes de
sacarose.

1.3.5.3. Influéncia do balanco de azoto na mobilizacdo do aménio e do nitrato
do meio de cultura

A concentragdo inicial de nitrato no meio de cultura das células em suspensao de
O. natrix, mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l
NAA e 1 mg/l Kin, foi a mesma nas quatro variagdes ensaiadas (2,45 g/1). Em con-
traste, a concentragdo inicial de amoénio foi diversa: 0 g/l para a variagio C,
0,37 g/1 para a variagao A, 0,43 g/l para a variagao B e 0, 72 g/l para a variagao D.

O amonio fornecido as culturas de O. natrix, nas variacdes A e B, foi pratica-
mente consumido ao fim de 260 h, ao contrdrio do que se verificou na variagao D
(Fig. 1.31a). Nestas culturas, os niveis mais baixos do aménio foram registados ao
fim de 460 h, sendo o valor atingido praticamente igual ao da concentrac¢ao inicial
de amonio, nas culturas mantidas em meio MS base (0,37 g/l) (variagao A) (Fig.
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1.31a). A auséncia de amonio, no meio de cultura (variagdo C), ou concentragoes
iniciais superiores a 0,37 g/l levaram a que a mobilizagdo do nitrato fosse ligeira-
mente mais lenta do que a das culturas da variagdo A (Fig. 1.31b). Por outro lado,
concentragoes de amonio inicial de 0,72 g/l (variacdo D) n3o pareceu ter influencia-
do grandemente a mobilizacdo do nitrato do meio de cultura, quando comparada
com a variacao B (Fig. 1.31b).

800

< 600
(o))
&
~8 | — Variacéio A
& 400 + Variagéo B
£ > Varlagéo C
5 -+ Varlagéo D
O
(=
S 200
o
0

100 200 300 400 500 600 700 800

=]

Tempo (h)
a
3
E
~
Zaf
o )
,8 —~ Variagéo A
2 ~+ Varlacéo B
= * Varlagdo C
8 1L = Variagéo D
c
o
(&5
0 1 i I 1 | 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (h)
b

Fig. 1.31. Mobilizagdo do aménio (a) e nitrato (b) do meio, nas culturas de O. natrix, mantidas em
meio MS, suplementadas com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 20 g/l de sacarose.
Variagdo A: 1,9 g/l KNO; e 1,65 g/l NH;NO;;
Variagdo B: 1,65 g/l KNO; e 1,9 g/l NH,;NOjy;
Variagdo C: 4 g/l KNOy;
Variagdo D: 3,2 g/l NHyNO,.

As culturas da variagdo D, com uma concentra¢ao mais elevada de amonio no
meio de cultura, apresentaram um crescimento mais lento, tendo a fase estaciondria
sido atingida mais tarde do que as variagdes A € B. O mesmo ndo se verificou com
a variagdo C (Fig. 1.32). Foi também nas culturas mantidas na variacdo D que, no
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inicio da fase estaciondria se registou uma menor producao de biomassa (Fig. 1.32).
Estes resultados sdo concordantes com os de Zink e Veliky (1977) que verificaram
uma diminuigdo da taxa de crescimento € do peso seco das culturas de células de
Ipomoea, quando, ao fim de trés dias apds a repicagem se adicionava amonio ao
meio de cultura. Segundo estes autores tais resultados, podem dever-se, entre outros
factores, a toxicidade induzida pelo amdnio adicionado as culturas. Esta fitotoxici-
dade traduz-se por uma inibi¢do do transporte de electroes, promog¢dao da oxidagdao
de nucleotidos pirimidicos e inibigdo de algumas enzimas (Kirby er al., 1987). Por
outro lado, Gamborg e Shyluk (1970) verificaram que o menor crescimento celular
das culturas de células de soja, em meio com elevada concentracdo de amodnio, se
devia a uma inibi¢do das enzimas isocitrato desidrogenase e glutamina sintetase.
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Fig. 1.32. Influéncia do balango de azoto no crescimento celular das culturas de O. natrix mantidas
em meio MS, suplementadas com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 20 g/l de sacarose
Variagdo A: 1,9 g/l KNOj e 1,65 g/l NH,NO;3;
Variagdo B: 1,65 g/l KNOj e 1,9 g/l NH,NO;;
Variagdo C: 4 g/l KNO;;
Variagdo D: 3,2 g/l NH,NO;.

Na variagdo C, a mobilizagido do nitrato do meio, sé teve inicio ao fim de 120 h
de cultura, cerca de 45 h mais tarde que nas variagcdes B e D. Ao longo de 450 h, a
mobilizacdo do nitrato do meio foi sempre mais lenta que nas restantes variacoes
(Fig. 1.31b). O facto da mobilizagido do nitrato se iniciar apenas 120 h apds a repi-
cagem, ndao se deve a uma inibicdo pelo aménio, como foi sugerido por Ullrich
(1987), uma vez que ele nem estd presente no meio de cultura. Segundo Ullrich
(1987), hd plantas cuja assimilacdo do nitrato ndo € inibida pelo amoénio, e outras,
ainda, como a soja, em que a assimilagdo do aménio apenas provoca uma ligeira
despolarizagdo da membrana que ndo justifica uma inibi¢do da assimilagdo do nitra-
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to. Embora nestas culturas, a fase estaciondria tenha sido atingida mais tarde do que
nas culturas mantidas nas restantes variacoes, a quantidade de biomassa produzida
foi muito semelhante a das culturas mantidas nas variagoes A e B (Fig. 1.32). A
menor produgdo de biomassa, durante as primeiras 120 h, (Fig. 1.32), pode ser ex-
plicada pela auséncia de amonio, tnica forma que pode ser assimilada directamente
nos aminodcidos. Apesar das culturas se manterem vidveis num meio desprovido de
amonio, a presenca deste nutriente parece, no entanto, ser determinante de uma me-
lhor taxa de crescimento celular. Resultados idénticos foram obtidos por Sargent e
King (1974) com culturas de Phaseolus. Porém, e segundo os mesmos autores,
noutras culturas de leguminosas, a adicdo de amoénio teve um efeito adverso no cres-
cimento celular. As culturas de Haplopappus gracilis apresentaram um crescimento
muito melhor na auséncia de amonio. Para além de um padrido comum a todas as
células vegetais, relativamente a assimilacao e metabolismo das fontes de azoto, a
necessidade e a preferéncia dessas mesmas fontes parecem, no entanto, diferir de
planta para planta.

A deplecdo total dos hidratos de carbono do meio, nas quatro variagdes (Fig.
1.17), ndo teve correspondéncia na deplecdo total do nitrato (Fig. 1.31b). A nitrato
redutase, que € induzida pelo nitrato do meio de cultura, parece ter deixado de estar
actuante aquando da deplegdao dos aglicares do meio de cultura. Estes resultados su-
gerem a existéncia de um outro mecanismo regulador da indugdo da nitrato reduta-
se, para além, da simples presenca de nitrato no meio. Além disso, parece ser pro-
vavel utilizar concentragdes mais baixas de nitrato nas culturas de O. natrix.

Em conclusdo, as culturas de O. natrix cresceram melhor na presenga simultidnea
de nitrato e amoénio como fontes de azoto. No entanto, quer o crescimento, quer a
producdo de biomassa foram mais baixos para concentragdes elevadas de amoénio
(0,74 g/1). Por outro lado, a presenca de nitrato, como unica fonte de azoto,
também permitiu o crescimento celular com uma produgao de biomassa semelhante
a da variacdo A, embora com um crescimento mais lento relativamente as restantes
variagoes.

1.3.5.4. Influéncia da regulagio hormonal na mobilizacdo do aménio e nitrato
do meio de cultura

As culturas mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose e
0,5 mg/l NAA nao consumiram aménio, durante as primeiras 50 h, ao contrdrio das
culturas mantidas em meio suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e
1 mg/1 Kin ou 1 mg/1 Kin (Fig. 1.33a). Ao fim deste periodo, iniciou-se a mobiliza-
¢ao do aménio, embora mais lentamente do que nas restantes suplementagoes, o que
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se verificou até cerca das 160-170 h. A partir desta altura, o consumo de amdnio
comegou a ser ligeiramente mais rdpido, atingindo, por volta das 270 h, niveis idén-
ticos aos das restantes suplementagoes (Fig. 1.33a). Ao fim de 120 h, as culturas
suplementadas s6 com NAA tinham consumido apenas cerca de 14 % do amdnio
existente no meio de cultura, enquanto as restantes culturas, no mesmo intervalo de
tempo, jd tinham consumido cerca de 41 % (Fig. 1.33a). O perfil de consumo do
amonio, nas culturas suplementadas s6 com Kin, foi semelhante ao das culturas su-
plementadas com NAA/Kin (Fig. 1.33a). O consumo de nitrato, pelas culturas su-
plementadas com NAA foi, também, ligeiramente mais lento do que nas restantes
duas culturas (Fig. 1.33b). Durante as primeiras 50 h, quer nas culturas suplementa-
das com NAA, quer com Kin, ndo houve, praticamente, consumo de nitrato do
meio de cultura (Fig. 1.33b). Ao fim de 100-120 h, s6 se tinham consumido cerca
de 10 % de nitrato, nas culturas suplementadas com NAA, enquanto nas culturas
suplementadas com Kin e NAA/Kin jd se tinha consumido cerca de 22 % e 39 %,
respectivamente.

A mobilizagdo mais lenta do amdnio e do nitrato, nas culturas desprovidas ou da
auxina ou da citocinina (Fig. 1.33a e 1.33b), relativamente as culturas com ambos
os fitorreguladores (Fig. 1.33a e 1.33b), vem ao encontro do verificado nas curvas
de crescimento (Fig. 1.3 e 1.5), ou seja, a uma mobilizagdo mais lenta daqueles
i0es, correspondeu um menor crescimento.
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Fig. 1.33. Mobilizagdo do aménio (a) e nitrato (b) do meio, nas culturas de O. natrix mantidas em
meio MS suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin ou 0,5 mg/1
NAA ou 1 mg/l Kin.

Nas culturas mantidas em meio MS suplementado com 20 g/l de sacarose e
0,5 mg/1 2,4-D verificou-se um consumo mais lento do aménio do que nas culturas
suplementadas com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin (Fig. 1.34a).
Durante as primeiras 20 h, nas culturas suplementadas com 2,4-D ndo houve mobi-
lizacdo do amoénio (Fig. 1.34a). Em ambas as suplementagdes, ndo houve pratica-
mente consumo de nitrato durante as primeiras 50 h (Fig. 1.34b). A partir dessa al-
tura, e até cerca das 150-170 h, o consumo de nitrato foi mais acentuado nas
culturas suplementadas com 2,4-D/Kin do que nas culturas suplementadas s6 com
2,4-D. Por volta das 190 h, nas culturas suplementadas com 2,4-D, havia cerca de
2 g/1 de nitrato, enquanto nas culturas suplementadas com 2,4-D/Kin, as 150 h, s6
ja existia cerca de 1,6 g/l (Fig. 1.34b). A partir dessa altura, verificou-se uma mo-
bilizagdo bastante mais acentuada do nitrato, nas culturas suplementadas com 2,4-D,
de tal modo que, ao fim de 230-240 h, ambas as culturas apresentavam, sensi-
velmente, a mesma concentracdo de nitrato no meio de cultura (1,3-1,4 g/1) (Fig.
1.34b).
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Fig. 1.34. Mobilizagdo do aménio (a) e nitrato (b) do meio, nas culturas de O. natrix mantidas em
meio MS suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D/Kin e 1 mg/l Kin ou
0,5 mg/l1 2,4-D.

Nas culturas mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, o consumo, quer do amdnio, quer do nitrato foi, des-
de a altura da repicagem, superior ao das culturas suplementadas com 0,5 mg/1 2,4-
D e 1 mg/l Kin (Fig. 1.35a e 1.35b). Ao fim de 100 h, as culturas suplementadas
com 2,4-D/Kin s6 tinham consumido cerca de 23 % de amonio, enquanto as suple-
mentadas com NAA/Kin, jd tinham consumido cerca de 38 %. No mesmo intervalo
de tempo, as culturas suplementadas com 2,4-D/Kin tinham consumido 22,4 % de
nitrato e as culturas suplementadas com NAA/Kin jd tinham mobilizado cerca de
38,4 %. A mobilizacdo mais lenta do nitrato e do aménio do meio de cultura, veri-
ficado nas culturas suplementadas com 2,4-D/Kin, correspondeu um tempo de du-
plicagdo superior (51,8 h), ao das culturas suplementadas com NAA/Kin (40,6 h).

82



Resultados e Discussao

400
3001
(o]
S
N
8
8‘200* ~2,4-D/Kin
= -+ NAA/KIn
=
(o]
Q
(=
S 100+
&
0 1 1 1 i L 1 1 Il |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (h)
a
3
St
Zaf
5 &
0
(&)
2 f ~2,4D/Kin
€ I + NAA/KIn
o f
o1
{ o
=R
O
0 s e e P M b
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (h)

Fig. 1.35. Mobilizagdo do aménio (a) e nitrato (b) do meio, nas culturas de O. natrix mantidas em

meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin ou 0,5 mg/1
2,4-D e 1 mg/1 Kin.
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2.1. ESTUDO DA PRODUCAO DA MEDICARPINA E MAACKIAINA NAS
CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO

2.1.1. IDENTIFICACAO DA MEDICARPINA E DA MAACKIAINA

A mancha maioritdria, obtida por cromatografia em camada delgada, do extracto
isolado do meio de cultura das c€lulas em suspensao de O. natrix, revelou activida-
de bactericida contra Bacillus subtilis. O desenvolvimento de uma colora¢ao amarela
por reacgao com a 4-nitroanilina diazotizada € indicativo da sua natureza fendlica.

A
B
Inj.
N uw
0 5 1 min

Fig. 2.1. Cromatograma, obtido em cromatografia gas-liquido, da mancha maioritdria correspondente
a medicarpina (A) e 2 maackiaina (B), obtida por TLC, isolada do meio de cultura das
suspensdes de O. natrix, mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em fase estaciondria. Inj.-injec¢do; atenuagio: 32.
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Fig. 2.2. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, da mancha maioritdria correspondente
a medicarpina (a), obtida por TLC, isolada do meio de cultura das suspensées de O. narrix,
mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/I de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin,
em fase estaciondria, e respectivos derivados metilado (b), acetilado (c) e sililado (d).
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A andlise por cromatografia gds-liquido de alta resolucdo, revelou ser a mancha
constituida por dois compostos (Fig. 2.1).

O espectro de massa de impacto electrénico do composto com menor tempo de
retengdo (composto A) apresenta o id0 molecular intenso a m/z 270 [M]* (pico ba-
se) compativel com a formula empirica C;gH;404, seguido dos ides m/z 255
[M-15]1% e m/z 227 [M-15-281%, m/z 197, m/z 161 e m/z 147 (Fig. 2.2a). Os ides
m/z 255 e m/z 227 permitem diagnosticar a presenca de um éter aromdtico que de-
rivam do ido molecular por eliminacdo das espécies CH3 e CO, respectivamente.
Por sua vez, os i0es m/z 161 e m/z 147, atribuiveis as estruturas representadas na
Fig. 2.3, sugerem tratar-se de um pterocarpano (Pelter e Amenechi, 1969). No en-

tanto, ndo é possivel alojar qualquer dos substituintes no anel A ou D. O espectro de
CH3CN+H3PO4

ultravioleta deste composto Amax : 213, 228 (o), 282, 287 e 293 (0) nm, con-
firma tratar-se de um pterocarpano (Ingham, 1976b; 1982a; Williams e Harborne,
1989). As bandas de absor¢cdo mdxima, observadas a 282 e 287 nm revelam, por
seu turno, a presenga de um pterocarpano 3,9-dioxigenado (Ingham, 1982a).
Informagao complementar foi obtida em ensaios de GC-MS com os derivados
metilados, acetilados e sililados (Fig. 2.2b, 2.2c e 2.2d, respectivamente). Nos
espectros de massa de impacto electrénico dos derivados metilados, acetilados e
sililados observam-se os i0es moleculares intensos a m/z 284 [M]* , 312 [M]* e 342
[M]", respectivamente, demonstrando a presen¢a de um grupo hidroxilo livre. A
eliminacdo de 42 u. m. a. (CH,CO), por parte do ido molecular, observada no
espectro de massa do derivado acetilado, com o consequente refazer do espectro da
amostra nao derivatizada, € indicativa da ligagdo do grupo hidroxilo a um anel

aromatico.

CH
HO 9

+0

OCH

m/z 147 m/z 161
Fig. 2.3. Estruturas dos ides m/z 147 e 161.

No espectro de ressondncia magnética nuclear de protdo (CDCl;; ppm) (Tabela
2.1) observam-se sinais a 6,45 (m), 6,54 (d def.), 7,12 (d, /=8,0 Hz) e 7,38 (d,
J=8,0 Hz), caracteristicos de protdes aromdticos. A frequéncia de ressonancia des-
tes protdes € determinada, principalmente, pelo efeito dos substituintes ligados aos
anéis aromdticos através de um dtomo de oxigénio (Pachler e Underwood, 1967). O
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sinal observado a 7,38 (d, J=8,0 Hz) ¢ atribuido a ressondncia do protio do car-
bono 1 dos pterocarpanos (Preston, 1977). Além dos sinais jd referidos, observam-
se, ainda, sinais a 3,62 (m), 4,24 (dd, J=10,5 Hz; 4,7 Hz), 3,52 (m) e 5,50 (d,
J=17,2 Hz), atribuiveis a ressonancia dos protdes H-6 ax/6 eq, H-6a e H-11a do
anel heterociclico B/C dos pterocarpanos (Pachler e Underwood, 1967). Por outro
lado, o sinal a 3,75 (s), confirma a presenga de um grupo metoxilo ligado a um anel
aromadtico.

Tabela 2.1. Dados do espectro de ressondncia magnética nuclear de protdo do primeiro composto. 3-

desvio quimico; J-constante de acoplamento; d-dubleto; dd-dubleto de dubletos; d def.-
dubleto deformado; m-multipleto; s-singleto

atribui¢do 8 (ppm) J (Hz) multiplicidade
6a 3,52 - m
6 ax 3,62 - m
metoxilo 3,76 - S
6 eq 4,24 10,5; 4,7 dd
11a 5,50 7,2 d
4,8¢e10 6,45 - m

2 6,54 - d def.

7,12 8 d
1 7,38 8 d

Embora a informagdo espectroscopica disponivel assegure tratar-se de um ptero-
carpano 3,9-dioxigenado (Pachler e Underwood, 1967; McMurry et al., 1972;
Preston, 1977; Cook et al., 1978; Mabry e Ulubelen, 1980; Ingham e Markham,
1982; Woodward, 1980; Gustine e Moyer, 1982; Strange er al., 1985; Kessmann ez
al., 1988; Williams e Harborne, 1989), ndo permite distinguir entre o 3-hidroxi-9-
metoxipterocarpano (medicarpina) e o 3-metoxi-9-hidroxipterocarpano (isomedi-
carpina). No entanto, o desenvolvimento de cor amarela, por reac¢ao com 4-nitro-
anilina diazotizada permite identificd-lo como sendo a medicarpina. A coloragao
evidenciada com este reagente cromogénico € caracteristica dos pterocarpanos com
um grupo hidroxilo livre na posi¢ao 3 (Brink er al., 1974; Burden et al., 1974; Bur-
den e Bailey, 1975; Preston, 1977; Robeson e Ingham, 1979; Ingham e Markham,
1980). A identidade do composto foi, ainda, confirmada por comparagao dos tem-
pos de retengao e do espectro de massa com os de uma amostra auténtica.

No espectro de massa de impacto electrénico do composto com maior tempo de
retengao (composto B) observa-se o ido molecular intenso a m/z 284 [M]’ compa-
tivel com a férmula empirica C;¢H;,05, seguido dos ides m/z 267 e 255 (Fig.
2.4a). Os espectros de massa dos derivados metilados, acetilados e sililados apre-
sentam os i0es moleculares intensos a m/z 298 [M]", 326 [M]: e 356 [M]: (Fig.
2.4b, 2.4c e 2.4d, respectivamente), o que confirma a presenca de um grupo hi-
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droxilo livre na molécula. Também neste caso, o grupo hidroxilo encontra-se ligado
a um anel aromdtico, atendendo a presenga do 130 m/z 284 [M-42]" no espectro de
massa do derivado acetilado.

No espectro de ultravioleta observam-se bandas de absor¢io mdxima a 210,
226 (0), 282, 287 ¢ 310 nm. A presen¢a de uma banda a 310 nm aliada as bandas
observadas a 282 e 287 nm revelam a presenga de um pterocarpano com um grupo
metilenodioxilo ligado aos carbonos 8 € 9 e uma monoxigena¢do no carbono 3
(Ingham, 1982a).

No espectro de ressondncia magnética nuclear de protdo (CDCls; ppm) (Tabela
2.2) observam-se sinais cujos desvios de frequéncia sdo proximos dos observados
para os protdes aromdticos da medicarpina [6,44 (m); 6,54 (d def.); 6,71 (s); 7,36
(d, J=28,0)]. Também aqui se observam o0s sinais atribuiveis a ressonancia dos pro-
toes H-6 ax/6 eq, H-6a e H-11a do anel heterociclico B/C dos pterocarpanos a 3,64
(m), 4,22 (dd, J=5,2 Hz; 10,5 Hz), 3,48 (m) e 5,46 (d, /J=7,5 Hz). Além disso,
observam-se dois singletos a 5,89 e 5,92 atribuiveis a ressonancia dos protdes do
grupo metilenodioxilo, ligado aos carbonos 8 € 9 do anel D (Ingham e Markham,
1982).

O conjunto da informagao obtido por andlise espectroscopica deste composto per-
mite identificd-lo como sendo o 3 hidroxi-8,9-metilenodioxipterocarpano (maac-
kiaina) (Pachler e Underwood, 1967; McMurry et al., 1972; Preston, 1977; Cook
et al., 1978; Mabry e Ulubelen, 1980; Ingham e Markham, 1982; Woodward,
1980; Gustine e Moyer, 1982; Strange et al., 1985; Kessmann et al., 1988; Willi-
ams e Harborne, 1989).

A identidade do composto foi também confirmada por comparagao dos tempos de
retencdo e espectro de massa com os de uma amostra auténtica.

Tabela 2.2. Dados do espectro de ressonancia magnética nuclear de protao do segundo composto. -
desvio quimico; J-constante de acoplamento; d-dubleto; dd-dubleto de dubletos; d def.-
dubleto deformado; m-multipleto; s-singleto; ss-singleto singleto

atribuicao 8 (ppm) J (Hz) multiplicidade

6a 3,48 - m
6 ax 3,64 - m
metilenodioxilo 5,89; 5,92 - SS
6 eq 422 5,2; 10,5 dd
11a 5,46 7 d
4¢10 6,44 - m

2 6,54 - d def.
7 6,71 - S
1 7,36 8 d
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Fig. 2.4. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, da mancha maioritdria correspondente
a maackiaina (a), obtida por TLC, isolada do meio de cultura das suspensoes de O. natrix,
mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin,
em fase estaciondria, e respectivos derivados metilado (b), acetilado (c) e sililado (d).
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2.1.2. ACUMULACAO DE MEDICARPINA E MAACKIAINA EM FUNCAO
DE DIVERSOS FACTORES

2.1.2.1. Acumulacdao de medicarpina e maackiaina em cultura de células em
suspensiao de Ononis natrix

As culturas de células de diversas espécies de Leguminoseae tém permitido estu-
dar a sintese e acumulagado de fitoalexinas, e bem assim a enzimologia € a regulacdo
metabdlica do respectivo processo de indugdo (Barz et al., 1988a; Barz er al.,
1988b; Preisig et al., 1991; Bless e Barz, 1988; Gustine e Moyer, 1982; Ellis et
al., 1989; Hall e Yeoman, 1991; Weideman ef al., 1991; Tenhaken e Barz, 1991;
Mackenbrock e Barz, 1991; Gunia et al., 1991; Vogelsang € Barz, 1990; Barz et
al., 1989, Ebel et al., 1989).

Nas culturas de células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS, suple-
mentado com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, inoculadas ao oitavo
dia apds a repicagem, com micélio liofilizado e autoclavado de P. infestans ou com
células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans, e incubadas durante 72 h, regis-
tou-se a acumulacdo de medicarpina e maackiaina, a semelhanca das culturas ndo
elicitadas.

A presenga de medicarpina e maackiaina, mesmo na auséncia de elicitadores, pa-
rece reflectir uma produgdo constitutiva dos dois pterocarpanos pelas culturas de cé-
lulas de O. narrix. A acumulacdo constitutiva de compostos com actividade bacteri-
cida e/ou fungicida foi também verificado por Dixon (1980), em cultura de células
em suspensdao de Phaseolus. Tal acumulagdao ocorria durante as primeiras repica-
gens, antes da estabilizagdo das culturas. Mais recentemente, Weidemann e al.
(1991) referem a acumulacao de 3-O-glucosido-6 “-O-malonato-medicarpina e 3-O-
glucosido-6 “-O-malonato-maackiaina e das respectivas agliconas, em cultura de cé-
lulas de Cicer arietinum. Quer num caso, quer no outro, a presenga destes compos-
tos, ou dos seus conjugados, pareceu dever-se a condicoes de stress exercidas pelo
meio de cultura.

Embora tivesse sido detectado medicarpina (0,033 mg/g p. s.) e maackiaina
(0,100 mg/g p. s.) na planta, os seus teores eram significativamente inferiores aos
das culturas. Estes resultados sugerem a acumulagdo constitutiva dos dois pterocar-
panos por O. natrix, e estio em desacordo com os de Ingham (1982b). Segundo este
autor, a acumulagdo da medicarpina e maackiaina s6 se verificava quando as folhas
jovens eram expostas a radiacdo UV (254 nm). No entanto, os teores mais elevados
de medicarpina (cerca de 1 mg/g p. s.) e de maackiaina (cerca de 0,6 mg/g p. s.)
por nds encontrados nas culturas de células, sujeitas ou ndo a elicitagdo, sugerem
uma resposta, por parte das células, a uma situacdo de stress, como por exemplo,
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deplecdo de nutrientes do meio ou desregulacdao hormonal. Além disso, justifica a
ineficdcia dos extractos de C. albicans, e de P. cinnamomi e da celulase para
induzir a acumulacdo destes pterocarpanos. Face aos resultados obtidos, procedeu-se
ao estudo da produgdo da medicarpina e da maackiaina em condi¢Oes nutricionais
diversas.

2.1.2.2. Influéncia do tipo da fonte de carbono na acumula¢do de medicarpina
e maackiaina nas culturas de células em suspensao

Nas culturas de c€lulas em suspensao de O. natrix mantidas em meio MS, suple-
mentado com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 20 g/l de sacarose, glucose ou frutose a
acumulacdo de medicarpina e de maackiaina foi registada preferencialmente nas cé-
lulas. Em todo o caso, também se verificou alguma acumulagao no meio de cultura
(Fig. 2.5, 2.6, 2.7 ¢ 2.8).
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Fig. 2.5. Acumulagdo de medicarpina nas células em suspensdo de Ononis natrix mantidas em meio
MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em diversas fontes de carbono.
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Fig. 2.6. Acumulagido de maackiaina nas células em suspensdo de Ononis natrix mantidas em meio
MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em diversas fontes de carbono.
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Fig. 2.7. Acumulagio de medicarpina no meio, nas culturas de células em suspensio de O. narrix

mantidas em meio MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em diversas fontes
de carbono.
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Fig. 2.8. Acumulagdo de maackiaina no meio, nas culturas de células em suspensio de O. natrix
mantidas em meio MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em diversas fontes
de carbono.

Embora, por vezes, os metabolitos secunddrios produzidos por culturas de células
vegetais se acumulem nas c€lulas, na generalidade dos casos, estes sdao libertados,
em diferentes graus, para o meio de cultura (Beiderbeck e Knoop, 1987; Guern et
al., 1987; Parr et al., 1987). Os mecanismos que envolvem a libertacao destes
metabolitos para o meio de cultura ndo sdo, ainda, totalmente conhecidos. No en-
tanto, os modelos propostos para o seu transporte, dos locais de sintese para o meio
de cultura, pressupdem transporte activo, passivo ou ainda "ion-trapping" (Renaudin
e Guern, 1988; Robins er al., 1988).

A maior ou menor acumulacdo dos metabolitos secunddrios, nas células e no
meio de cultura, depende do ciclo de crescimento celular, do meio de cultura utili-
zado, do pH, e bem assim das linhas celulares (Guern et al., 1987; Parr et al.,
1987; Renaudin e Guern, 1988).

Tal como em C. arietinum (Weidemann et al., 1991), nas culturas de células em
suspensdo de O. natrix, a concentracao da medicarpina e da maackiaina €, nas célu-
las, superior a do meio de cultura. Também neste caso, a concentragdo da medicar-
pina € superior a da maackiaina, tanto nas c€lulas como no meio de cultura, e € in-
dependente da fonte de carbono utilizada (Fig. 2.5, 2.6, 2.7 e 2.8). Nas culturas
mantidas em sacarose, a relagao medicarpina / maackiaina variou, nas células, entre
1,5 € 2,0, enquanto nas mantidas em glucose, esta relacao variou entre 1,5 e 3,5 e,
nas mantidas em frutose, entre 2,4 e 5,0. Esta relacdao variou, no meio de cultura,
entre 2,5-3,5 para a sacarose e frutose e 4,0-6,5 para a glucose. Estes resultados su-
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gerem que a relagdo medicarpina / maackiaina depende do tipo de fonte de carbono
utilizado.

Em qualquer dos ensaios, tanto nas células, como no meio de cultura, a concen-
tragdo mdxima dos dois pterocarpanos foi atingida ao fim de 480-550 h, coincidindo
com a fase estaciondria tardia das culturas (Fig. 2.5-2.11). A maior acumulagao dos
dois pterocarpanos registada nesta fase, pode dever-se ao stress provocado quer
pela deplegdo de algum nutriente do meio de cultura, quer a libertagdo de elicitado-
res enddgenos, quer a ambos. Fragmentos de pectina da parede celular, como por
exemplo, os oligo-a-1,4-D-galacturonidos formados, provavelmente, pela acciao de
hidrolases das células danificados, t€ém sido descritos como elicitadores endégenos
(Darvill e Albersheim, 1984). De referir que, tal como em O. natrix, a acumulagdo
constitutiva da medicarpina e da maackiaina, e/ou dos seus conjugados, nas culturas
de células em suspensdao de C. arietinum, foi também maior na fase estaciondria
(Weidemann et al., 1991).

A hipédtese da medicarpina e da maackiaina se terem acumulado precocemente no
vacuolo das células de O. natrix, sob a forma de conjugados, a semelhanc¢a do refe-
rido por Weidemann er al. (1991), em culturas de células em suspensao de C. arie-
tinum, n3o foi comprovado. Com efeito, enquanto as culturas de O. natrix nao su-
jeitas a hidrdlise enzimdtica, apresentavam teores em medicarpina € maackiaina de
2,1 e 1,7 mg/100 ml, respectivamente, nas culturas sujeitas a hidrdlise enzimatica,
o teor de ambos os pterocarpanos era de 1,6 mg/100 ml. Estes resultados sugerem
que, em O. natrix, a sintese dos dois pterocarpanos ocorre, fundamentalmente, na
fase estaciondria. A sua sintese, em fase estaciondria tardia (vinte dias apds a repica-
gem), parece depender da mobilizagdo agucares intracelulares, porquanto nesta
altura, jd ndo existem hidratos de carbono no meio de cultura. E de referir que, as
células de O. natrix possuem numerosos amiloplastos.

Nas culturas de O. natrix, suplementadas com sacarose e frutose, verificou-se um
ligeiro aumento dos niveis da medicarpina e da maackiaina intracelulares, entre as
80 e 140 h apds a repicagem, enquanto nas culturas suplementadas com glucose, tal
foi logo registado imediatamente apds a subcultura (Fig. 2.9a, 2.10a e 2.11a). Se-
gundo Apostol er al. (1989), as culturas de células em suspensdo de Glycine max,
ndo elicitadas, acumulavam gliceolina, durante as fases de laténcia e inicio da fase
exponencial de crescimento. Outros autores (Daniel ef al., 1988, 1990; Weidemann
et al., 1991) referem resultados semelhantes em culturas de células em suspensao de
Cicer arietinum, sugerindo que tal acumulagdo se deve, provavelmente, a uma "eli-
citagdo moderada" resultante de condi¢des de stress exercidas aquando da repica-
gem.
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Nas culturas de O. natrix, suplementadas com sacarose, glucose ou frutose verifi-
cou-se, com o atingir da fase estaciondria, um aumento dos teores de medicarpina e
maackiaina no meio de cultura (Fig. 2.9b, 2.10b e 2.11b). Estes resultados podem
ficar a dever-se ao rebentamento celular mais acentuado, registado por esta altura, e
a consequente libertagdao dos dois pterocarpanos para o meio de cultura. Ao aumento
abrupto dos niveis da medicarpina e maackiaina no meio de cultura, das células su-
plementadas com sacarose, seguiu-se uma ligeira diminui¢ao (Fig. 2.9b). Este com-
portamento pode dever-se a degradacdo dos pterocarpanos, pelas peroxidases ex-
tracelulares. A presenca de peroxidases extracelulares, responsdveis pela oxidagao
dos 3-hidroxipterocarpanos, foi detectada em culturas de células em suspensio de C.
arietinum (Barz et al., 1988a; 1988b).

Os niveis mais elevados de medicarpina e maackiaina foram registados nas célu-
las das culturas suplementadas com sacarose (Fig. 2.5 e 2.6), atingindo, ao fim de
573 h, valores da ordem de 19 e 10 mg/g (p. s.), respectivamente. Em contraste, as
células das culturas suplementadas com glucose apresentaram os niveis mais baixos.
Neste caso, os valores maximos encontrados foram, ao fim de 430 h, de 1 mg/g (p.
s.) para a medicarpina e 0,4 mg/g (p. s.) para a maackiaina. A menor acumulagao
destes pterocarpanos, verificada nas culturas suplementadas com glucose, € dificil
de explicar porquanto, segundo Barz er al. (1988a; 1988b), na biossintese, quer da
isoflavona formononetina e do seu conjugado glicosilado, quer dos pterocarpanos
medicarpina e maackiaina estdo envolvidos o metabolismo fenilpropano, a partir da
L-fenilalanina, e a via pentosefosfato. O envolvimento desta tltima via foi confir-
mada por aqueles autores, que verificaram existir uma actividade aumentada da glu-
cose-6-fosfato desidrogenase nas culturas de células em suspensao de C. arietinum
elicitadas com Ascochyta rabiei. Neste contexto, a glucose seria a fonte de carbono
que melhor induziria a sintese da medicarpina e da maackiaina por estar imediata-
mente disponivel para o metabolismo primdrio, nomeadamente a via pentosefosfato.
Contudo, a glucose pode ter sido canalizada para a sintese de outros compostos da
via fenilpropandide, que nd3o a medicarpina e a maackiaina, e/ou ainda, para a sinte-
se da lenhina e polifendis, que se depositam na parede celular. A glucose ndo parece
ser uma boa fonte de carbono para a sintese da medicarpina e da maackiaina, como
alids ndo o foi para a sintese do dcido rosmarinico por culturas de células em
suspensdo de Anchusa officinalis (De-Eknamkul e Ellis, 1985b) ou para a acumula-
¢do de antocianinas nas culturas de Aralia cordata (Sakamoto et al., 1993).
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Fig. 2.9. Acumulagdo da medicarpina e da maackiaina nas células (a) e no meio (b), nas culturas de
células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, ao longo do crescimento.

2 2
o
2
a
~~
jo2]
= ~
o
IS E
i = ~ DISSIMILAGAO
E 3 * MEDICARPINA
& = = MAACKIAINA
0 =
= >
o
o
o
o
2 1 1

0 1 1 1 1 0
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (h)

96



Resultados e Discussiao

2 2
>
%]
(o
= o
(o2}
— N
(o)}
8 £
o 1k 11 = ~ DISSIMILAGAO
E 3 * MEDICARPINA
= = = MAACKIAINA
a =
o &
o
C
o
o

e 1 0
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (h)

b

Fig. 2.10. Acumulagdo da medicarpina e da maackiaina nas células (a) e no meio (b), nas culturas de

células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de
glucose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/1 Kin, ao longo do crescimento.

2 5
~
»
-4 d
W
[o2]
e ~
(@2}
3 B E
8’ i = ~ DISSIMILAGAO
E S * MEDICARPINA
= 42 = MAACKIAINA
2] {5
2 -—
— &
2 2
; 2
(=)
O

0 1 1 1 L 1 1 1 0
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (h)

L
&

L
w

~ DISSIMILAGAO

> MEDICARPINA
= MAACKIAINA

Dissimilagdo (g)
©
Concentragéo (mg/g p.s.)

1
[

1 1 L L

0 0
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (h)

b

Fig. 2.11. Acumulagiao da medicarpina e da maackiaina nas células (a) e no meio (b), nas culturas de

células em suspensiao de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de
frutose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, ao longo do crescimento.
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2.1.2.3. Influéncia da concentracio de sacarose na acumula¢io de medicarpina
e maackiaina nas culturas de células em suspensao

Os niveis de medicarpina e maackiaina acumulados nas c€lulas de O. natrix,
mantidas em meio MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 20, 50 ou
80 g/l de sacarose foram diversos (Fig. 2.12 e 2.13). Assim, o valor mais elevado
de medicarpina, acumulada intracelularmente, foi de 19 mg/g (p. s.), nas culturas
suplementadas com 20 g/l de sacarose, seguindo-se 7,7 mg/g (p. s.) nas culturas su-
plementadas com 80 g/l de sacarose, € 5,5 mg/g (p. s.) nas culturas suplementadas
com 50 g/1 de sacarose. A maior acumulagdo intracelular de maackiaina verificou-
se, igualmente, nas culturas suplementadas com 20 g/l de sacarose, com um valor
maximo de 10 mg/g (p. s.). Tanto para a medicarpina como para a maackiaina, os
valores intracelulares mdximos, encontrados nas culturas suplementadas com 20,
50 e 80 g/l de sacarose, foram registados na fase estaciondria (Fig. 2.9, 2.14 e
2.15). Nas culturas suplementadas com 50 e 80 g/l de sacarose, a libertagao da me-
dicarpina e da maackiaina para o meio foi, na fase estaciondria, menos significativa
do que para as culturas suplementadas com 20 g/l de sacarose (Fig. 2.16 e 2.17).
Contudo, é de referir que, a partir das 770 h, nas culturas suplementadas com
80 g/1, nao foi possivel detectar no meio de cultura quantidades mensurdveis de
qualquer dos pterocarpanos. As culturas eram, nesta altura, constituidas quase, ex-
clusivamente, por massa celular.
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Fig. 2.12. Acumulagio da medicarpina nas células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS,
suplementado com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e diversas concentragdes de sacarose.
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Fig. 2.13. Acumulagio da maackiaina nas células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS,
suplementado com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e diversas concentragdes de sacarose.
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Fig. 2.14. Acumulagdo da medicarpina e da maackiaina nas células em suspensdo de O. natrix manti-
das em meio MS, suplementado com 50 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, ao
longo do crescimento.

Nas culturas suplementadas com 80 g/1, os niveis intracelulares mdximos de me-
dicarpina (7,7 mg/g) e maackiaina (1,5 mg/g) foram registados as 640 h (Fig. 2.12
e 2.13). Na mesma altura, a presenga destes compostos no meio de cultura, era pra-
ticamente nula (Fig. 2.16 e 2.17). A partir das 640 h, verificou-se uma diminui¢ao
da acumulagdo intracelular da medicarpina e da maackiaina (Fig. 2.15). As 770 h,
os teores de medicarpina e de maackiaina eram de cerca de 3,5 mg/g e 0,66 mg/g,
respectivamente (Fig. 2.15). A esta diminuigdo dos teores intracelulares
correspondeu, apenas, um ligeiro aumento de cerca de 0,2 mg/g (p. s.) no meio de
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cultura (Fig. 2.16 e 2.17). Resultados idénticos foram registados nas culturas
suplementadas com 50 g/l de sacarose (Fig. 2.14, 2.16 e 2.17), o que faz suspeitar
da intervengdo de peroxidases extracelulares, na sua degradacdo, a semelhanca do

que foi observado por Barz er al. (1988a; 1988b), em culturas de células de C.
arietinum.
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Fig. 2.15. Acumulagdo da medicarpina e da maackiaina nas células em suspensdo de O. natrix manti-

das em meio MS, suplementado com 80 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, ao
longo do crescimento.
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Fig. 2.16. Acumulagéo da medicarpina no meio, nas culturas de células em suspensdo de O. natrix

mantidas em meio MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e diversas concen-
tragOes de sacarose.
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Fig. 2.17. Acumulagido da maackiaina no meio, nas culturas de células em suspensio de O. natrix
mantidas em meio MS, suplementado com 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e diversas concen-
tragOes de sacarose.

5

Nas culturas de O. natrix, concentragdes elevadas de sacarose (50 e 80 g/l), nao
levaram a maior acumula¢ao de medicarpina e maackiaina. Nestas culturas, a eleva-
da relagdo carbono / azoto ndo teve como contrapartida maior produc¢dao dos dois
pterocarpanos. O grau acentuado de acastanhamento, nelas observado, sugere, no
entanto, a producdo de outros compostos de natureza fendlica. Vdrios autores refe-
rem a formagao de polifendis (Westcott e Henshaw, 1976), fendis (De-Eknamkul e
Ellis, 1985b), antocianinas (Knobloch ez al., 1982; Cormier ef al., 1990), derivados
de naftoquinonas (Fujita er al., 1981a), antraquinonas (Harkes ez al., 1985) e 4cido
rosmarinico (Hippolyte e al., 1992), em culturas mantidas com elevadas concentra-
¢oOes de sacarose. Sendo a elevada relagao carbono / azoto do meio de cultura, um
dos factores apontados para a formagao destes compostos, a deplecao do azoto pare-
ce ser determinante para a utilizagdo da fonte de carbono no metabolismo secundd-
rio (Jessup e Fowler, 1977, Pryke e Ap Rees, 1977; Knobloch et al., 1981). Segun-
do Ibrahim (1987), concentragdes elevadas de sacarose criariam, nalgumas culturas
de células vegetais, condicOes de stress osmoético, que inibiriam o crescimento celu-
lar, e consequentemente provocariam alteragoes no metabolismo celular, favorecen-
do a produgdao de metabolitos secunddrios. Nas culturas de O. natrix, esta condi¢ao
ndo se verificou porquanto, a par da fenolizagao registou-se também crescimento
celular.
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2.1.2.4. Influéncia da regulacio hormonal na acumulacio de medicarpina e
maackiaina nas culturas de células em suspensao

Nas culturas de células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS, su-
plementado com 20 g/l de sacarose estudou-se a acumulagdo da medicarpina e da
maackiaina, em funcdo de diversas regulacdes hormonais: 1) 0,5 mg/l NAA e
1 mg/l Kin; 2) 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin; 3) 0,5 mg/l IBA e 1 mg/l Kin e 4)
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l BA.

A menor acumulacao da medicarpina e da maackiaina intracelular foi registada
nas variagoes contendo 2,4-D, cujos valores mdximos de 3,6 e 1,9 mg/g (p. s.),
respectivamente, foram encontrados as 520 h (Fig. 2.18 e 2.19). Estes resultados
sdo concordantes com os de Ozeki er al. (1989; 1990) que verificaram ser o 2,4-D
uma auxina inibidora da sintese de antocianinas, nas culturas de células em suspen-
sdo de cenoura, inibindo especificamente a sintese de mRNAs da Fenilalanina Amo-
nia Liase (PAL) e da chalcona sintase. Outros autores verificaram também uma di-
minuigdo da produgdo de fendis, em cultura de células de outras espécies de plantas,
mantidas na presenca de 2,4-D, por inibi¢ao da PAL (Sugano et al., 1975; Sahai e
Shuler, 1984; Takeda, 1988; Funk e Brodelius, 1990).

As culturas suplementadas com IBA/Kin ou NAA/BA apresentaram, ao longo de,
praticamente, todo o ciclo de crescimento uma acumulacao de medicarpina e de
maackiaina intracelulares superior a das culturas suplementadas com NAA/Kin (Fig.
2.18 e 2.19).
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Fig. 2.18. Acumulagio da medicarpina nas células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS,
suplementado com 20 g/l de sacarose e diversas suplementagdes hormonais.
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Fig. 2.19. Acumulagdo da maackiaina nas células em suspensao de O. natrix, mantidas em meio MS,
suplementado com 20 g/l de sacarose e diversas suplementagdes hormonais.

A relacdo medicarpina / maackiaina, nas culturas suplementadas com NAA/BA e
IBA/Kin, € diversa da das culturas suplementadas com NAA/Kin ou 2,4-D/Kin. En-
quanto nestas tultimas (Fig. 2.20a e 2.20b), a medicarpina surgia em concentragao
superior a da maackiaina, nas culturas suplementadas com NAA/BA ou IBA/Kin a
relacdo era praticamente igual a 1 (Fig. 2.21 e 2.22). Estes resultados, bem como a
maior acumulacdo de medicarpina e de maackiaina, verificada ao longo do tempo,
nas culturas suplementadas com IBA/Kin ou NAA/BA (Fig. 2.18 e 2.19) levam a
sugerir que as auxinas e as citocininas, utilizadas no meio de cultura, influenciam de
modo diverso a biossintese e acumulagao destes pterocarpanos.
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Fig. 2.20. Acumulagio da medicarpina e da maackiaina nas células (a) e no meio (b), nas culturas de
células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l1 2,4-D e 1 mg/1 Kin, ao longo do crescimento.
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Fig. 2.21. Acumulagdo da medicarpina e da maackiaina nas células (a) e no meio (b), nas culturas de
células em suspensdo de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l IBA e 1 mg/l Kin, ao longo do crescimento.
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Fig. 2.22. Acumulagio da medicarpina e da maackiaina nas células (a) e no meio (b), nas culturas de
células em suspensao de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l BA, ao longo do crescimento.

Em qualquer uma das quatro regulacdes hormonais ensaiadas, verificou-se liber-
tacdo de medicarpina e de maackiaina para o meio de cultura, embora quantitativa-
mente diversa (Fig. 2.23 e 2.24). De um modo geral, a libertagdo destes compostos
para o meio verificou-se, essencialmente, a partir das 480-500 h (Fig. 2.23 e 2.24),
ou seja, durante a fase estaciondria (Fig. 2.9; 2.20; 2.21 e 2.22). No entanto, nas
culturas suplementadas com NAA/BA detectaram-se niveis aprecidveis (0,9 mg/g,
p. s.) de ambos os pterocarpanos, por volta das 50-100 h. A presenca da medicarpi-
na e da maackiaina nestas culturas, no meio de cultura, logo nas primeiras 50 h apds
a repicagem, € dificil de explicar.
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Fig. 2.23. Acumulagio da medicarpina no meio, nas culturas de células em suspensdo de O. natrix

mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose e diversas regulagées hor-
monais.
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Fig. 2.24. Acumulagdo da maackiaina no meio, nas culturas de células em suspensdo de O. natrix

mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/I de sacarose e diversas regulagdes hormo-
nais.

2.1.2.5. Influéncia do balango de azoto na acumulacdo de medicarpina e maac-
kiaina nas culturas de células em suspensao

Vidrios estudos t€ém sido efectuados sobre o efeito da suplementacdo azotada,
tanto inorganica (nitrato, amonio) como orgédnica (aminodcidos), quer no estabeleci-
mento de cultura de células, quer na produg¢do de metabolitos secunddrios.
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Nos meios de cultura, geralmente utilizados na cultura de células vegetais, o azo-
to inorgdnico € um macronutriente, que cujo tipo € concentragdo usados, influen-
ciam significativamente o crescimento da cultura e a formagdao de metabolitos se-
cunddrios. Vdrios autores tém estudado o efeito do azoto e bem assim a relag¢do car-
bono / azoto na obtengdo destes metabolitos (Veliky e Rose, 1973; Westcott e Hen-
shaw, 1976; Fujita er al., 1981b; Merillon ef al., 1983; Rokem et al., 1985; Nigra
et al., 1990; Do e Cormier, 1991; De-Eknamkul e Ellis, 1985b; Sahai e Shuler,
1984; Phillips e Henshaw, 1977; Amorim et al., 1977).

As culturas de células em suspensdo de O. natrix, mantidas em meio MS, suple-
mentado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/1 Kin, tém como principais
fontes de azoto inorganico o KNO3 e o NH4NO;. Utilizando as mesmas fontes de
azoto e mantendo inalterados os restantes componentes do meio, foram ensaiados
balangos de azoto diversos: 1) 1,9 g/l KNOj e 1,65 g/l NH4NO; (variagdo A); 2)
1,65 g/l KNOj e 1,9 g/l NH4NO;3 (variagao B); 3) 4 g/l KNO;3 (variagdo C) e 4)
3,2 g/l NH4NO; (variagdo D). Na Tabela 2.3 apresentam-se os teores em NOj-,
NH,*, azoto total, relagdes NO3;/NHyut+ e carbono / azoto(C/N), presentes no
meio de cultura aquando da inoculagdo, nos vdrios ensaios.

Tabela 2.3. Teores iniciais de NH4+, NO;-, azoto total, relagdo NO3'/NH4+ e relagdo C/N presen-
tes no meio MS nas diversas variagdes ensaiadas nas culturas de células em suspensio de
O. natrix
Variagido A- 1,9 g/l KNOj e 1,65 g/l NH/;NO;;
Variagdo B- 1,65 g/l KNO; e 1,9 g/l NH,NOjy;
Variagio C- 4 g/l KNOy;
Variagdo D- 3,2 g/l NH,NO;

Variagio A Variacio B Variacido C Varia¢do D
(©40)) (:40)) (40)) g/n
NH,* 0,37 0,43 0,00 0,72
NO5- 2,45 2,49 2,46 2,48
Azoto 0,84 0,89 0,55 1,12
Relacdo C:N 23,8 22,5 36,4 17,9
NO, /NH,* 6,62 5,81 - 3,44

Em qualquer dos ensaios, verificou-se sempre a acumulacdo de medicarpina e
maackiaina nas células (Fig. 2.25 e 2.26). Contudo, na variagao D registaram-se os
menores teores de ambos os pterocarpanos, ao longo de todo o ciclo celular, em
contraste com a variagdo C, onde se registaram niveis mais elevados (Fig. 2.25 e
2.26).

Diversos estudos tém demonstrado que, nas culturas de células em suspensdo,
niveis decrescentes de nitrato, no meio de cultura, s3o responsdveis pelo aumento da
producdo de polifendis (Westcott € Henshaw, 1976; Sahai e Shuler, 1984), antocia-
ninas (Knobloch et al., 1982), leucoantocianinas (Amorim et al., 1977) e 4cido ros-
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marinico (De-Eknamkul e Ellis, 1985b). Nas culturas de O. natrix, e apesar do teor
em azoto ser diverso, as diferengas verificadas na acumulagdo da medicarpina e da
maackiaina n3o se ficaram a dever a concentragoes diversas de nitrato no meio, uma
vez que este se manteve constante nas quatro variagoes estudadas. Como se pode
verificar pela Tabela 2.3., a variacao C € a que apresenta menor concentragao ini-
cial de azoto inorganico disponivel, contrariamente a variagdo D. Os nossos resul-
tados sugerem uma relacdo inversa entre a concentracdo inicial de azoto inorganico
no meio de cultura e os teores de medicarpina e de maackiaina acumulados.

Vdrios autores tém verificado, noutras culturas de células vegetais, que a relagao
C / N, dentro dos valores tolerados pelas células, é determinante na produgao e acu-
mulacdo de metabolitos secunddrios (Nash e Davies, 1972; Westcott e Henshaw,
1976; Phillips e Henshaw, 1977; Sahai e Shuler, 1984; Nigra er al., 1990; Do e
Cormier, 1991). Westcott e Henshaw (1976) verificaram, por exemplo, que em cul-
turas de Acer pseudoplatanus, a acumulacdo de fendis era maior quando a concen-
tracao de azoto total baixava no meio. Resultados idénticos foram obtidos em cul-
turas de Rosa (Davies, 1972) e de soja (Hahlbrock et al., 1974). Contudo, nas cul-
turas de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 50 e 80 g/l de saca-
rose, onde a relagdo C/ N € de 59,5 e 95,2, respectivamente, ndo se verificou
maior acumulacdo de medicarpina e de maackiaina (Fig. 2.12 e 2.13).

A variagdo A, com 0,37 g/1 de aménio inicial, apresentou valores de acumulagao
de medicarpina e de maackiaina inferiores aos da variacao C, desde a altura da repi-
cagem até, sensivelmente, as 500 h. Por outro lado, na variagao B, com 0,43 g/l de
amoénio inicial, registaram-se, valores de medicarpina e de maackiaina superiores
aos da variagao D, com 0,72 g/l de aménio inicial, e inferiores a variagdo C, com
0 g/1 de amonio inicial, ao longo de todo o tempo em que decorreram OS ensaios
(Fig. 2.25 e 2.26). Estes resultados sugerem que o amdnio inibe de alguma forma,
a acumulagdo de medicarpina e de maackiaina. Também Fujita e al. (1981a) verifi-
caram, em cultura de células em suspensdao de Lithospermum erythrorhizon que o
amoénio inibia a produgdo de shikonina. Segundo estes autores, no meio contendo
0,033 mM de amonio, a produgao de shikonina, era metade da verificada no meio
desprovido de amonio. Ainda segundo os mesmos autores, a inibi¢do da acumulagao
de shikonina era total quando as células eram cultivadas em meio contendo
0,099 mM de aménio. Apesar de na variagao B, com 0,43 g/l de aménio inicial, a
acumulagdo de medicarpina e de maackiaina intracelulares ser, durante as primeiras
400 h, cerca de duas vezes superior a da variacao A, com 0,37 g/l de aménio ini-
cial, a partir das 450 h, enquanto na variagdo A se verificou um aumento abrupto
dos teores de medicarpina e maackiaina, na variagdo B, tal ndo se verificou (Fig.
2.25 e 2.26), o que sugere igualmente um efeito inibidor do amdnio, na variacao B.
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Fig. 2.25. Acumulagio da medicarpina nas células em suspensdo de Ononis natrix mantidas em meio

MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em diversos ba-
langos de azoto.
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Fig. 2.26. Acumulagdo da maackiaina nas células em suspensdo de Ononis natrix mantidas em meio

MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin, em diversos ba-
langos de azoto.

Nas culturas de O. natrix mantidas nas variacoes A e B (Fig. 2.27 e 2.28), a li-
bertagao de medicarpina e de maackiaina para o meio de cultura, foi registada cerca
das 400-450 h, enquanto nas mantidas nas variagoes C e D tal s6 se verificou cerca
das 550-600 h (Fig. 2.27 e 2.28). E de notar que, na variagdo C, os teores dos dois
pterocarpanos, registados ao fim de 700 h de cultura eram significativamente infe-
riores aos das restantes variacoes. As fases estaciondrias das variagoes C e D atin-

gidas mais tarde que nas variacoes A e B (Fig. 1.32), podem justificar estes resulta-
dos.
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Fig. 2.27. Acumulagao da medicarpina no meio, nas culturas de células em suspensdo de O. narrix,

mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l
Kin, em diversos balangos de azoto.
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Fig. 2.28. Acumulagdo da maackiaina no meio, nas culturas de células em suspensdo de O. narrix,
mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l
Kin, em diversos balangos de azoto.

2.1.2.6. Influéncia do cobre na acumula¢do de medicarpina e maackiaina nas
culturas de células em suspensao

O cobre é um micronutriente que faz parte do meio de cultura das células vege-
tais. A sua influéncia no crescimento celular e, em particular, na produgdo de shiko-
nina, por cultura de células de Lithospermum erythrorhizon, tem sido estudada por
alguns autores (Fujita et al., 1981b; Yamada e Fujita, 1983).
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Nas culturas de c€lulas em suspensao de O. natrix mantidas em meio MS, suple-
mentado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 125 mg/l CuSOy.
5 H,0, os registos sobre a acumulacao da medicarpina € da maackiaina foram
efectuados logo durante a primeira repicagem das culturas para as novas condigoes.
Este procedimento deveu-se ao facto de as células acastanharem significativamente
ao fim de dois dias apds a repicagem e manterem um crescimento muito lento (Fig.
2.29), além de ndo suportarem as repicagens subsequentes. Estes resultados revelam
uma elevada toxicidade do cobre quando administrado em concentragdes elevadas.
Segundo Teasdale (1987), o cobre manifesta efeitos téxicos quando a sua con-
centragdo se aproxima da do EDTA total no sistema, sugerindo que somente niveis
relativamente baixos de cobre livre sdo tolerados.
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Fig. 2.29. Curvas de dissimilagdo das culturas de Ononis natrix mantidas em meio base MS ou com

125 mg/l de CuSO,. 5SH,0, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e
1 mg/1 Kin.

Os niveis intracelulares da medicarpina e da maackiaina, nas culturas mantidas
com 125 mg/l CuSO4. SH,O foram, ao longo do tempo, inferior aos das culturas
mantidas com 0,025 mg/l CuSOy4. 5H,0 (2.30 e 2.31). Por seu turno, os teores de
ambos os pterocarpanos, no meio de cultura, foram, durante as primeiras 400-
500 horas apds a repicagem, superiores aos das culturas mantidas com menor con-
centracdo de sulfato de cobre (Fig. 2.32 e 2.33). Os niveis mais elevados de medi-
carpina (2,1 mg/g, p. s.) e de maackiaina (2,4 mg/g, p. s.) foram registados ao fim
de 70-80 horas apds a repicagem. Estes resultados apoiam a hipdtese de uma pro-
ducdo e imediata libertagdo de medicarpina e maackiaina para o meio de cultura,
quando as células sdo expostas a condigdes de stress tao severas.
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Fig. 2.30. Acumulagdo da medicarpina nas células em suspensao de Ononis natrix mantidas em meio
base MS ou com 125 mg/l CuSO,. 5H,O, suplementadas com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin.
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Fig. 2.31. Acumulagdo da maackiaina nas células em suspensao de Ononis natrix mantidas em meio
base MS ou com 125 mg/l CuSO,. 5SH,O, supiementadas com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin.

O cobre tem sido utilizado como elicitador abidtico, em culturas de células
vegetais de espécies diversas e, segundo Barz er al. (1988a), os metais pesados (co-
bre, mercirio, manganésio), quando funcionam como elicitadores, exibem curvas
Optimas pronunciadas, indicando efeitos téxicos muito fortes, quando em con-
centragOes elevadas. As concentragdes elevadas de cobre determinaram também uma
alteracdo na relagao medicarpina / maackiaina, no meio de cultura. Enquanto as cul-
turas mantidas em meio base MS apresentaram um teor de medicarpina cerca do
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dobro, relativamente 2 maackiaina, nas culturas com 125 mg/l CuSO4. 5 H,0, a
relagdo destes compostos no meio de cultura foi de aproximadamente 1.
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Fig. 2.32. Acumulagdo da medicarpina no meio, nas culturas de células em suspensdo de Ononis na-
trix mantidas em meio base MS ou com 125 mg/l CuSO,. 5H,0, suplementadas com

20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin.
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Fig. 2.33. Acumulagdo da maackiaina no meio, nas culturas de células em suspensio de Ononis na-
trix mantidas em meio base MS ou com 125 mg/l CuSO,. 5H,0, suplementadas com

20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/1 Kin.
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2.1.2.7. Influéncia da adicdo de precursores na acumulacio de medicarpina e
maackiaina nas culturas de células em suspensio

A medicarpina e a maackiaina s3o pterocarpanos de biossintese mista, ou seja,
sdao compostos provenientes de duas vias distintas: a via shikimato-polimalonato
(Fig. 2.34). A adigao de precursores a cultura de células vegetais, tem sido uma das
estratégias seguida com o intuito de aumentar a produgdo de metabolitos secundd-

r10S8.
Acido shiquimico —= Fenilalanina L Acido Cindmico 2 Acido Cumérico
7
Malonil CoA Acetil CoA 3
4 w
Naringenina 4-Cumaroil CoA

MalonilCoA—\ 4

Naringenina

Isoflavondides
e

Pterocarpanos
Fig. 2.34. Via biossintética dos isoflavondides e pterocarpanos. (1) fenilalanina aménia liase; (2)
dcido cinamico 4-hidroxilase; (3) 4-cumaroil CoA ligase; (4) flavanona sintase (Adaptado
de Bailey, 1982).

Nas culturas de O. natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de
sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin e bem assim aquelas suplementadas ainda
com 50 mg/l de acetato de sédio e 50 mg/1 de fenilalanina ndo apresentaram altera-
¢oes significativas na acumulacdo de medicarpina e maackiaina (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Acumulagio de medicarpina e maackiaina nas culturas de células em suspensdo de O.
natrix mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e
1 mg/1 Kin, na presenga ou auséncia de fenilalanina e acetato de sédio

Tempo | Com fenilalanina e acetato de sddio Sem fenilalanina e acetato de sddio

(h)

Medi- | Maacki- | Medi- | Maacki- | Medi- | Maacki- | Medi- | Maacki-
carpina | aina in- | carpina | aina ex- | carpina | aina in- | carpina | aina ex-
intrace- | tracelu- | extrace- | tracelu- | intrace- | tracelu- | extrace- | tracelu-
lular lar lular lar lular lar lular lar
(mg/g, | (mg/g, | (mg/g, | (mg/g, | (mg/g, | (mg/g, | (mg/g, | (mg/g,
p. S.) p. s.) p.s.) | p.s.) p. s.) p.s.) p. s.) p.s.)

93.5 1,69 0,89 0,00 0,00 1,62 0,88 0,00 0,00

284 1,10 0,65 0,00 0,00 1,08 0,69 0,00 0,00

690 15,10 7,52 3,61 1,29 15,4 7,88 3,56 1,47
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Segundo Barz et al. (1989), o passo limitante da sintese da medicarpina e da
maackiaina € a hidroxilagdo da formononetina, na posicdo 2°, pela formononetina
2 “-hidroxilase (Fig. 2.35). Por outro lado, alguns autores sugerem que a adi¢do de
precursores as culturas de células vegetais s6 leva a um aumento de producdo do
composto pretendido quando o intermedidrio adicionado entra na via de sintese
numa posi¢ao relativamente proxima do produto final (Collin e Watts, 1983).

Neste contexto, os precursores acetato de sédio e fenilalanina, adicionados as
culturas de O. natrix, sendo precursores longinquos da medicarpina e da maackiai-
na, podem ter sido canalizados para outras vias metabdlicas, nomeadamente a sinte-
se de fendis ligados a parede. Com efeito, Hall e Yeoman (1991) verificaram que a
fenilalanina, adicionada as culturas de células imobilizadas de Capsicum frutescens,
ndo promovendo uma sintese aumentada da capsaicina, era incorporada em fendis li-
gados a parede celular.
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Fig. 2.35. Esquema da via biossintética da medicarpina e maackiaina em culturas de células em
suspensao de C. arietinum L. (Adaptado de Daniel ez al.,1990).
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IV. RESUMO E CONCLUSOES

O reino vegetal continua a ser uma fonte de produtos com interesse comercial no-
meadamente para as industrias farmacéutica, de perfumes, alimentar e agroquimica.
No entanto, a produgdo desses compostos € muitas vezes reduzida por diversos fac-
tores de natureza ambiental, por pestes e doengas. As culturas de células vegetais
surgem, assim, como uma alternativa aos meios de producdo tradicionais, no en-
tanto, poucas tém sido as culturas capazes de produzir metabolitos secunddrios em
niveis semelhantes aos das plantas na Natureza. Além disso, este processo é também
mais dispendioso do que os processos empregues na Microbiologia, para a
obtengdo, por exemplo, de aminodcidos e antibidticos.

Alguns estudos tém sido feitos para melhorar a produg¢ao de metabolitos secunda-
rios com interesse comercial por culturas de células vegetais. Manipulagao das con-
dicoes de cultura (pH, temperatura, nutri¢do, reguladores de crescimento, arejamen-
to), adi¢do de precursores, imobiliza¢do, "hairy roots", "two phase culture system",
seleccao de mutantes, selec¢do de linhas altamente produtoras e elicitagdo, sao algu-
mas das estratégias seguidas para induzir uma maior acumulacdo de metabolitos se-
cunddrios.

Ononis natrix L. ssp. ramosissima € um membro da familia Leguminoseae, cujas
folhas jovens acumulam medicarpina e maackiaina, quando expostas a radiacdo
ultravioleta. Estes dois compostos foram considerados fitoalexinas, por serem
metabolitos de baixo peso molecular, com actividade fungicida e bactericida e terem
resultado da resposta a um elicitador abidtico (radiagao UV).

Neste capitulo, consideraram-se as seguintes dreas de estudo:

1) Obtengdo e caracterizagdo das condigdes de crescimento das culturas de células
em suspensdo de O. natrix em diversas condigdes nutricionais e de regulagao
hormonal e 2) Acumulagao de medicarpina e maackiaina nas culturas de células em
suspensao de O. natrix em diversas condi¢Oes nutricionais, regulagao hormonal, e
na presenca de precursores e elicitadores.

1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS CONDICOES DE CRESCI-
MENTO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO DE O.
NATRIX

Os calli fridveis de O. natrix foram obtidos por desdiferenciacdo de segmentos de
hipocétilos, em meio MS sélido suplementado com 20 g/l de sacarose, 20 mg/l de
dcido ascorbico, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin. A partir destes calli fridveis foram
obtidas culturas de células em suspensdo no mesmo meio base mas liquido e com
duas regulacdes hormonais diversas: 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin ou 0,5 mg/l NAA

117



Ononis natriy

e 1 mg/l Kin. O antioxidante foi também substituido por cisteina. Ao fim de 3-4
subculturas o antioxidante foi suprimido do meio de cultura. Nestas culturas ensaia-
ram-se diversas concentracao de indculo, tempo de subcultura, concentragao e fonte
de carbono, balanco de azoto e diversas regulagoes hormonais. Nestes estudos utili-
zaram-se culturas previamente estabilizadas, nas condi¢Ges a ensaiar, durante pelo
menos 3-4 repicagens. As condigdes mais favordveis ao crescimento das culturas de
células em suspensdo foram: 2 g/50 ml (p. f.) de indculo inicial em meio MS su-
plementado com 40 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l1 Kin. Nestas condigoes
de cultura, as células em suspensdo de O. natrix apresentaram um tempo de du-
plicagao de 36,3 h.

Procedeu-se, ainda, a caracterizagdao das condigdes de cultura por determinacdo
da mobilizagdo do aménio, nitrato e agiicares do meio de cultura, durante o ciclo de
crescimento celular. As culturas de células de O. natrix hidrolisavam rapidamente a
sacarose do meio, em glucose e frutose, independentemente das condicGes de
cultura. A sacarose era rapidamente metabolizada desaparecendo do meio de cultura
ao fim de poucos dias apds a subcultura. Em praticamente todas as culturas, apds a
hidrélise da sacarose, os niveis de frutose eram superiores aos da glucose. Consti-
tuem excepgao as culturas suplementadas com 50 g/l e 80 g/1 de sacarose. Neste ca-
so, os teores de frutose e glucose no meio de cultura eram praticamente iguais ao
longo do crescimento. O consumo preferencial da glucose relativamente a frutose
verificado nas culturas de O. natrix parece depender da sua concentragao no meio
de cultura. O momento a partir do qual as células passaram a consumir prefe-
rencialmente a frutose nao parece depender unicamente da exaustdo da glucose no
meio, mas também de outros factores ndo determinados. A exaustdao dos aglcares do
meio coincidiu com o atingir da fase estaciondria. As culturas suplementadas com
20 g/1 de glucose ou frutose mobilizaram igualmente estes monossacdridos do meio
de cultura, embora a sacarose tenha sido a fonte de carbono que melhor induziu o
crescimento das culturas de células de O. narrix. A velocidade de mobiliza¢ao dos
hidratos de carbono do meio de cultura dependeu também directamente da concen-
tracdo e natureza da fonte de azoto presente no meio € bem assim da regulagdo hor-
monal.

A mobiliza¢ao do aménio e do nitrato do meio de cultura, nas culturas de c€lulas
em suspensdo de O. natrix foi influenciada pela concentragdo e fonte de carbono uti-
lizada, pelo balango NH4* / NOj~ e pela regulagdo hormonal. Na generalidade dos
casos, registou-se uma mobilizagao acentuada de amoénio, poucas horas apds a repi-
cagem. Em relacdo ao nitrato, a sua mobilizagao inicial do meio de cultura foi mais
lenta, comparativamente a do aménio. O aménio e o nitrato sé foram completamen-
te mobilizados do meio de cultura nas culturas suplementadas com 50 e 80 g/l de
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sacarose, 0 que pressupde que no meio MS, suplementado com 10 g/1 e 20 g/1 de
sacarose, 0 amonio € nitrato se encontram em concentragao excessiva.

2. ACUN'IULACAO DE MEDICARPINA E MAACKIAINA NAS CULTURAS
DE CELULAS EM SUSPENSAO DE O. NATRIX

A medicarpina e a maackiaina acumuladas nas culturas de células em suspensao
de O. natrix foram identificadas por cromatografia gds-liquido acoplado a espectro-
metria de massa, ressonancia magnética nuclear de protdo, ultravioleta e testes cro-
mogénicos. Os tempos de retengdo e os espectros de massa dos extractos foram
comparados com os de amostras auténticas de medicarpina e maackiaina.

Nos ensaios efectuados com a planta ndo sujeita a qualquer processo de elicita-
¢do, detectaram-se vestigios de medicarpina e de maackiaina. Contudo, as culturas
de células em suspensao de O. natrix mantidas em meio MS, suplementadas com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin acumularam niveis de medicarpina
e maackiaina significativamente superiores aos da planta, provavelmente devido a
factores de stress exercidas pelo meio de cultura. A acumulag¢do destes dois ptero-
carpanos, quer nas células quer no meio de cultura, foi estudada sob condigoes nu-
tricionais e regulacao hormonal diversas, ao longo do crescimento celular. A adigao
de diversos elicitadores (micélio liofilizado e autoclavado de Phytophthora
cinnamomi, células liofilizadas e autoclavadas de Candida albicans e celulase) nao
levou a uma maior acumulagao da medicarpina e da maackiaina nas culturas de O.
natrix. Em praticamente todas as variagoes ensaiadas, os dois pterocarpanos, acu-
mularam-se essencialmente nas células. SO na fase estaciondria houve libertacao
para o meio de cultura, provavelmente devido ao rebentamento celular. Em quase
todas as culturas, a acumulacdo dos dois compostos foi maior durante a fase estacio-
ndria. Das condicOes ensaiadas, as culturas de O. narrix mantidas em meio MS, su-
plementado com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin foram as que acu-
mularam niveis mais elevados de medicarpina € maackiaina. Nas culturas mantidas
nas mesmas condi¢oes que as anteriores, mas em que a fonte de azoto foi substituida
por 4 g/l KNO3, ou naquelas suplementadas com 0,5 mg/l IBA/ 1 mg/l Kin e
0,5 mg/l NAA / 1 mg/1 BA, verificou-se uma maior acumulagao daqueles pterocar-
panos, logo apds a repicagem, que se manteve mais ou menos constante até ao
atingir da fase estaciondria. Nestes ensaios verificou-se, inclusivamente, que os teo-
res de maackiaina eram superiores aos encontrados, no final da fase estaciondria,
nas culturas suplementadas com 20 g/1 sacarose, NAA / Kin. Em contraste, as cul-
turas mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/1 de glucose, 0,5 mg/1 NAA e
1 mg/1 Kin ou as culturas mantidas em meio MS, mas suplementado com 20 g/l de
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sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin revelaram-se os menos produtores da medi-
carpina e da maackiaina. A substituicdo das fontes de azoto inorganico do meio MS
para 3,2 g/l NH4NOj5 induziram igualmente a acumulagdo de niveis mais baixos da
medicarpina e da maackiaina. Concentracdes elevadas de sacarose (50 e 80 g/l)
conduziram, também, a uma acumulacdo destes dois compostos. Neste caso, verifi-
cou-se um maior acastanhamento das culturas e uma menor acumulacdo dos ptero-
carpanos na fase estaciondria.

A adicdo de precursores (acetato de sédio e fenilalanina) ndo levou a maior acu-
mulagao da medicarpina e da maackiaina nas culturas de células em suspensdo de O.
natrix, mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l
NAA e 1 mg/l Kin. Tudo indica que os precursores utilizados tenham sido
canalizados para a sintese de outros compostos que ndo os pterocarpanos em estudo.

Concentragdes elevadas de sulfato de cobre (125 mg/l) revelaram-se toxicas para
as células. Em contraste com as restantes culturas, estas apresentaram niveis relati-
vamente elevados de medicarpina e de maackiaina no meio de cultura, logo apds a
repicagem. No entanto, a quantidade total destes pterocarpanos, quer nas c€lulas
quer no meio de cultura, foi muito inferior a das restantes culturas.

A relacdo medicarpina / maackiaina variou entre 1, nas culturas mantidas em
meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l BA, ou
0,5 mg/1 IBA e 1 mg/l Kin, ou 0,5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin e 125 mg/l CuSOy,
5 H,0, ou 0,5 mg/l NAA, 1 mg/1 Kin, 1,9 g/l NH4NOj e 1,65 g/1 KNO;3, € 2 para
as restantes culturas.
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IV. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The plant kingdom continues to supply many products of commercial interest
such as medicines, perfumes, flavours and insecticides. However, the supply of
such products is often reduced by natural factors such as environmental stress, pests
and diseases. Plant cell cultures offers a way to overcome these problems.
However, one of the drawbacks is that few cultures have been reported to synthesise
secondary metabolites in amounts comparable to those of the mother plant. In
addition, cell cultures is more costly than the traditional processes employed by
microbiologists to obtain compounds like antibiotics and amino acids.

Some surveys have been performed to improve the secondary metabolites yield
of commercial interest by plant cell cultures. Manipulation of culture conditions
(pH, temperature, nutrition, growth regulators, aeration), precursor feeding, im-
mobilisation, hairy roots, two phase system cultures, selection of mutants, selection
of high yielding strains and elicitation were some strategies followed in order to in-
duce greater accumulation of secondary metabolites.

Ononis natrix L. ssp. ramosissima is a member of Leguminoseae whose leaflets
have been reported to accumulate medicarpin and maackiain when exposed to short
wavelength UV light (254 nm). These two compounds are called phytoalexins since
they are metabolites of low molecular weight, with fungicide and bactericide
activities, accumulated following an abiotic stress (short wavelength UV light).

The objectives of the work discussed in this chapter were:

1) Establishment and characterisation of cell growth pattern of suspension cul-
tures of O. natrix under different nutritional and hormonal conditions and 2) Accu-
mulation of medicarpin and maackiain in cell suspension cultures of O. natrix under
different nutritional and hormonal conditions.

1. ESTABLISHMENT AND CHARACTERISATION OF CELL GROWTH
PATTERN OF SUSPENSION CULTURES OF O. NATRIX

Friable calli were obtained from segments of O. natrix hypocotyls, on. MS me-
dium supplemented with 20 g/1 sucrose, 20 mg/1 ascorbic acid, 0.5 mg/1 2,4-D and
1 mg/1 Kin. Cell suspension cultures were established from these friable calli in the
same liquid medium but with two different hormonal regulations: 0.5 mg/l 2,4-D
and 1 mg/l Kin or 0.5 mg/l NAA and 1 mg/l Kin. The antioxidant was also re-
placed by cystein. This antioxidant was omitted from the culture medium after 3-4
subcultures.

Inoculum size, subculture time, carbon source and concentration, nitrogen balan-
ce and different growth regulators were assayed to survey their effects on cell
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suspension cultures of O. natrix growth. These assays were performed with cultures
previously stabilised in the new conditions for at least 3-4 subcultures. The best
growth conditions were: 2 g/50 ml (f. w.) of initial inoculum in MS medium
supplemented with 40 g/l sucrose, 0.5 mg/l NAA and 1 mg/1 Kin. In these culture
conditions, the cell suspensions showed a doubling time of 36.3 hr.

A study of the mobilisation of some nutrients (carbohydrates, ammonium and
nitrate) from the culture medium, during the cell growth cycle was also performed.
Cell cultures of O. natrix rapidly hydrolysed sucrose in medium into glucose and
fructose, independently of culture conditions. Sucrose was rapidly metabolised and
depleted from the medium a few days after the subculture. Following the hydrolysis
of sucrose, almost all cultures showed higher fructose concentrations than glucose.
An exception was recorded for cultures supplemented with 50 and 80 g/1 sucrose. In
these cultures the amount of glucose and fructose was very similar. The preferential
consumption of glucose, ascertained in cultures of O. natrix, seems to depend on its
concentration in the medium. The moment from which the cells initiated the
preferential consumption of fructose was dependent on glucose exhaustion in the
medium and was also dependent on other undetermined factors. The depletion of
carbohydrates from the medium was coincident with the beginning of the stationary
phase. The cultures supplemented with 20 g/1 glucose or fructose mobilised both
monossacharides from the medium, however sucrose was the carbon source that
induced better growth of cell suspension cultures of O. natrix. The rate of
carbohydrates depletion was closely related to the amount and nature of the nitrogen
source present in the medium, as well as of the hormonal supplementation.

The mobilisation of ammonium and nitrate from the culture medium, was de-
pendent on carbon source, sucrose concentration, nitrogen balance and hormonal
supplementation. Few hours after subculture, the uptake of ammonium was higher
than nitrate. The initial mobilisation of nitrate from the medium was lower than that
of ammonium. The ammonium and nitrate were only completely depleted from the
medium in the cultures supplemented with higher concentrations of sucrose (50 and
80 g/1). This fact suggests that ammonium and nitrate used in basal MS medium
with 20 g/l sucrose were in excess.

2. ACCUMULATION OF MEDICARPIN AND MAACKIAIN IN CELL SUS-
PENSION CULTURES OF 0. NATRIX

Medicarpin and maackiain accumulated in cell suspension cultures of O. narrix
were identified by GC-MS, 1H-NMR, UV and chromogenic tests. Retention times
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and mass spectra of the compounds present in the extracts were compared with the
corresponding authentic samples.

Medicarpin and maackiain were detected in traces in unelicited plant material.
However, in the cell suspension cultures maintained in MS medium and supple-
mented with 20 g/1 sucrose, 0.5 mg/l NAA and 1 mg/l Kin, the amount of medi-
carpin and maackiain was significantly higher than in the whole plant, probably due
to the stress promoted by the medium. The accumulation of these two pterocarpans,
either in the cells or in the medium, were surveyed in cultures of O. natrix, in dif-
ferent nutritional conditions, hormonal regulations, during the cell growth cycle.
The addition of different elicitors (freeze dried Phytophthora cinnamomi autoclaved
mycelium, freeze dried Candida albicans autoclaved cells and cellulase) did not
affect the accumulation of medicarpin and maackiain, when compared to the
untreated cultures. These two compounds were essentially found in the cells. How-
ever in the stationary phase both compounds were found in the medium, probably
due to cells bursting. In almost all cultures the highest accumulation of medicarpin
and maackiain was recorded in the stationary phase. Of the conditions assayed, the
cultures of O. natrix maintained in MS basal medium, supplemented with 20 g/l
sucrose, 0.5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin were those that accumulated higher level of
medicarpin and maackiain. The cultures maintained in the same conditions as
above, but in which the nitrogen source was replaced by 4 g/l KNO;, or in those
supplemented with 0,5 mg/1 IBA / 1 mg/1 Kin and 0,5 mg/1/ 1 mg/l1 BA, showed a
higher accumulation of both pterocarpans, soon after the subculture. The production
was more or less constant up to the stationary phase. By this time, the amount of
maackiain was higher than that of cultures supplemented with 20 g/l sucrose,
NAA / Kin. In contrast, the cultures maintained in MS basal medium, supplemented
with 20 g/l glucose, 0.5 mg/l NAA and 1 mg/1 Kin, or 0.5 mg/l 2,4-D and 1 mg/l
Kin accumulated the lowest levels of medicarpin and maackiain. In the cultures
- where the inorganic nitrogen source of MS basal medium was replaced by 3.2 g/l
NH4NO; there was also an accumulation of medicarpin and maackiain, however at
lower concentrations. Other nitrogen balances assayed were: 1.65 g/l KNO3 and
1.9 g/l NH4NO; or 4 g/l KNOj3. The cultures maintained in the latter variation, and
supplemented with 20 g/l sucrose, 0.5 mg/l NAA and 1 mg/l Kin accumulated
higher levels of medicarpin and maackiain, than the remainder, in the exponential
and linear phases. The same result was obtained in cultures maintained in MS basal
medium, supplemented either with 0.5 mg/l IBA and 1 mg/l Kin or with 0.5 mg/1
NAA and 1 mg/l BA. High sucrose concentrations (50 and 80 g/l) did not induce an
increase in accumulation of medicarpin and maackiain, even in the stationary phase.
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The carbon source was probably channelled to phenol synthesis since cultures be-
came brownish in relation to the cultures supplemented with 20 g/1 sucrose.

Precursor feeding (sodium acetate and phenylalanine) did not induce larger accu-
mulation of medicarpin and maackiain in the cultures maintained in MS basal me-
dium, supplemented with 20 g/l sucrose, 0.5 mg/l NAA and 1 mg/l Kin, those
compounds being probably channelled to the synthesis of other compounds.

High concentrations of copper sulphate (125 mg/l) were found to be toxic to the
cells. In contrast to other cultures, these showed accumulation of medicarpin and
maackiain in the medium soon after subculturing. However, the total amount of
these pterocarpans, either in cells or medium, was lower than in other cultures.

The medicarpin / maackiain ratio was 1, in the cultures maintained in MS basal
medium, supplemented with 20 g/1 sucrose, 0.5 mg/l NAA and 1 mg/l BA, or
0.5 mg/1 IBA and 1 mg/I Kin, or 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin and 125 mg/1 CuSQy,
5 H,0, or 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l Kin, 1.9 g/l NH4NOj3 and 1.65 g/l KNO;3, and 2
for the remainder cultures.
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I. INTRODUCAO

1.1. CARACTERISTICAS GERAIS, DISTRIBUICAO E UTILIZACAQ

O género Hyoscyamus pertence a familia Solanaceae, que compreende vdrias es-
pécies, sendo, no entanto, as espécies Hyoscyamus albus e Hyoscyamus niger, as
mais representativas em Portugal. O H. albus € uma espécie herbdcea conhecida em
Portugal por meimendro branco. Encontra-se difundida pelos paises mediterranicos
e € conhecida desde os tempos dos egipcios, gregos, romanos € babilénios (Font
Quer, 1981). Em Portugal Continental ocorre no noroeste, centro sul, centro oeste
calcdrico e basdltico, sudoeste e sudeste. E uma planta bastante viscosa que nao
atinge um metro de altura. Apresenta um tronco com muitos ramos, na metade
superior, e € densamente piloso-glandulosa. As flores sao mais pequenas e de cor
mais pdlida do que as da sua congénere H. niger. As folhas sdo também mais
pequenas, de um verde mais pdlido e menos carnudas que o meimendro negro. A
floracdo ocorre durante o més de Marco e pode prolongar-se até finais do Verao, se
este nao for muito seco (Font Quer, 1981; Franco, 1984).

Os principios activos do H. albus parecem ser os mesmos dos do meimendro ne-
gro: hiosciamina, atropina e escopolamina. Estes compostos afectam o sistema ner-
voso (Font Quer, 1981).

Nos preparados de uso interno, o H. albus € administrado sob a forma de infu-
soes, de extractos hidroalcodlicos e tinturas. Em todo o caso, s6 deve ser adminis-
trado sob controlo médico. Estes preparados possuem propriedades antiespasmddi-
cas, calmantes, soniferas, analgésicas e hipnéticas, sendo, por isso, bastante efica-
zes no tratamento de tosse espasmddica, nevralgias, bronquite e insénia (Branchini e
Corbetta, 1978).

Vdrios estudos t€m sido efectuados com culturas de "hairy roots" de H. niger e
H. albus, com calli e cultura de células em suspensdao de H. niger para a obtengao
de alcaldides de importdncia farmacéutica (Dhoot e Henshaw, 1977; Jaziri et al.,
1988; Sauerwein e Shimomura, 1991). Os estudos de Sauerwein e Shimomura
(1991), com culturas de "hairy roots" de H. albus permitiram detectar cinco tropa-
noalcaldides: hiosciamina, escopolamina, litorina, 7B-hidroxihiosciamina e 6(3-hi-
droxihiosciamina.

1.2. A ACUMULACAO DE FITOALEXINAS NA FAMILIA SOLANACEAE

As fitoalexinas sesquiterpénicas das Solanaceae, embora todas derivadas do far-
nesilo pirofosfato, formam grupos diversos atendendo as diferentes formas do es-
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queleto carbonado. Estes metabolitos t€m um nicleo comum, o catido eudesmano
(Fig. 1.1), que pode sofrer ou ndo rearranjos moleculares podendo, assim, ser divi-
didos em cinco grandes grupos: 1) eudesmanos; 2) nor-eudesmanos; 3) seco-eudes-
manos; 4) eremofilanos e 5) vetispiranos.

Fig. 1.1. Catido eudesmano.

Eudesmanos- Muitos dos compostos de stress, pertencentes a este grupo, sao fitoale-
xinas e tém sido detectadas em Solanum tuberosum, Lycopersicon esculentum, Cap-
sicum annuum, Nicotiana spp. € Datura stramonium.

Devido aos diferentes rearranjos moleculares que sofrem durante a biossintese,
nao € facil reconhecer a sua relagdo biogenética, por simples observacao das corres-
pondentes estruturas moleculares (Stoessl, 1982). O germacreno A €, no entanto, e
em qualquer dos casos, o precursor geral. Embora este composto n3o tenha sido
encontrado nas Solanaceae, um seu derivado, o 2,3-dihidroxigermacreno A, tem
sido descrito como composto de stress.

A aubergenona (Fig. 1.2), uma fitoalexina encontrada na beringela, e a 2-ceto-o.-
ciperona, encontrada no tabaco, sao dois eudesmanos que ndo sofrem rearranjo, isto
é, resultam directamente do 2,3-dihidrooxigermacreno A.

OH

Fig. 1.2. Aubergenona.

Noreudesmanos- Os sesquiterpenos pertencentes a este grupo caracterizam-se pela
auséncia do grupo metilo nas posi¢des C-5 ou C-10 do catido eudesmano. A rishiti-
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na (Fig. 1.3) € a fitoalexina mais representativa do grupo dos noreudesmanos
(Stoessl, 1982).

Fig. 1.3. Rishitina.

Secoeudesmanos- Os sesquiterpenos pertencentes a este grupo caracterizam-se pela
auséncia da ligagdo entre os carbonos C-1 e C-2 do catido eudesmano, além de um
maior grau de oxidacdo. A fituberina (Fig. 1.4) e o fituberol sdao exemplos de fito-
alexinas pertencentes a este grupo (Stoessl, 1982).

OAc

Fig. 1.4. Fituberina.

Eremofilanos- O rearranjo do esqueleto eudesmano em eremofilano compreende a
migragao, no catido eudesmano, do metilo alojado no carbono C-10 para o carbono
C-5 (Stoessl, 1982). O capsidiol (Fig. 1.5), isolado do pimentao doce infectado, € o
composto mais representativo do grupo dos eremofilanos.

HO \

Fig. 1.5. Capsidiol.
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Vetispiranos- Constituem um grupo de compostos que, provindo do catido eudesma-
no, se diferenciam por factores estereoquimicos e/ou estddios de oxidagdo diversos.
A lubimina (Fig. 1.6), a hidroxilubimina, a isolubimina, as epilubiminas e a
solavetivona sdo os vetispiranos mais frequentemente isolados de Solanaceae
(Stoessl, 1982).

Fig. 1.6. Lubimina.

As fitoalexinas sesquiterpénicas, geralmente encontradas nas Solanaceae, sdo pro-
venientes da via acetato-mevalonato. No entanto, tém sido também detectadas fito-
alexinas derivados da via do acetato-malonato (Kuc, 1982). Compostos poliacetilé-
nicos como, por exemplo, falcarindiol e, provavelmente, falcarinol tém sido consi-
derados fitoalexinas. Estes compostos foram isolados do tomate e das folhas do to-
mateiro, inoculados com Cladosporium fulvum (Kuc, 1982).

Algumas espécies de Solanaceae acumulam, ainda, outros compostos que n3o as
fitoalexinas. Sao exemplos, alguns compostos fendlicos dos quais os 4cidos cafeico,
fertlico, p-cumdrico e clorogénico sdao os mais frequentes. Embora alguns destes
compostos tenham sido descritos como fitoalexinas, outros autores, porém, prefe-
rem considerd-los como compostos de stress, uma vez que a sua acumulagao ocorre
em sistemas envolvendo vdrios microrganismos n3o patogénicos (Kuc, 1982;
Stoessl, 1982). Verificou-se que na batata, no pimento e no tabaco, a acumulagio
de compostos fendlicos e bem assim de compostos resultantes da sua oxidagio era
uma consequéncia da infecgdo destas plantas por um fungo, bactéria ou virus (Kuc,
1982). Nalguns casos, a sua acumula¢ao decorre de danos provocados nas células,
sendo a sua presenca um sinal de alarme para as células vegetais (Kuc, 1982). Se-
gundo Ampomah e Friend (1988) em cultivares de batata resistentes a Phyrophthora
infestans ou a Phoma exigua, os compostos fendlicos acumulados nas paredes ce-
lulares das células hospedeiras desempenhavam papel mais importante na defesa das
plantas do que as fitoalexinas. Neste caso, os compostos acumulados eram, fun-
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damentalmente, polimeros de 4cido clorogénico oxidado, dcidos p-cumdrico e feri-
lico esterificados, além da lenhina e suberina.

A suberina € uma mistura complexa de dcidos gordos de cadeia longa, dcidos
gordos hidroxilados, dcidos dicarboxilicos e alcoois de cadeia longa, além de com-
postos fendlicos, dos quais o dcido ferilico € o componente principal. A suberina
deposita-se na face interna da parede celular, podendo funcionar como uma barreira
a penetracao de agentes microbianos. Os dcidos gordos da suberina podem ser li-
bertados pela accao de esterases e funcionarem como fitoalexinas. Os perdxidos, os
hidroperdxidos e os epdxidos, produzidos na sequéncia da infecgdo, pela acgdo de
lipo-oxigenases, podem aumentar a toxicidade do meio aos agentes infecciosos
(Kuc, 1982).

A a-solanina e a-chaconina sdo glicoalcaldides esterdides que, ocorrendo, funda-
mentalmente, na batata, a sua presenga tem sido relacionada com mecanismos de re-
sisténcia a doenga. Estes compostos, derivados da via do acetato-mevalonato, ocor-
rem tanto em tecidos saos, como em tecidos sujeitos a condi¢oes de stress, nomea-
damente mecanico (Kuc, 1982). A acumulacdo de glicoalcaldides esterdides € supri-
mida pela infecgao por diversos microrganismos, patogénicos ou nao (Kuc, 1982).
A administragao de um elicitador, proveniente de Phytophthora infestans, a secgoes
de tubérculo de batata levou a supressao da acumulacdo destes compostos e, simul-
taneamente, a acumulagdo de rishitina, lubimina, solavetivona e fituberina, fitoale-
xinas de natureza sesquiterpénica. Estas fitoalexinas t€m sido alvo de atengdao par-
ticular, por serem compostos que se acumulam na sequéncia de infecgoes, e, quase
sempre, mais rapidamente € em maior extensao nas interacgoes hdspede-hospedeiro
resistentes (Kuc, 1982).
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II. MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL

1.1. MATERIAL VEGETAL

As cépsulas de Hyoscyamus albus foram colhidos na Quinta de Santo Anténio, na
Costa da Caparica, Costa Oeste de Portugal.

1.2. REAGENTES E SOLVENTES

A excepcdo do hipoclorito de célcio, utilizado na desinfeccio do material vege-
tal, todos os reagentes e solventes empregues no presente trabalho eram de qualida-
de analitica, ou purificados pelas técnicas habituais.

2. METODOS

2.1. OBTENCAO DE CALLI E DE CULTURAS DE CELULAS EM SUSPEN-
SAO

2.1.1. GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE HYOSCYAMUS ALBUS

As cdpsulas foram desinfectadas superficialmente com uma solucdo de hipoclori-
to de cdlcio comercial a 10 % (p/v), durante 20 min, com agitagdo, tendo-se segui-
do uma lavagem cuidadosa com dgua destilada e esterilizada. As sementes foram en-
tao removidas, colocadas em dgua destilada e esterilizada, durante 3-4 h, e desin-
fectadas com uma solucdo de hipoclorito de cdlcio comercial 10 % (p/v), durante
20 min. Seguiu-se uma lavagem com dgua destilada e esterilizada.

As sementes foram inoculadas em meio Schulz (1981) (Tabela 2.1, vide pag. 27)
ou em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) (Tabela 2.2, vide pag. 28), solidificado
com 0,8 g/l de agar. As sementes inoculadas foram mantidas as escuras, 24 + 1 °C
até a eclosdo dos cotilédones, tendo em seguida sido transferidas para condigoes de
fotoperiodo de 16 h (37 uE m2 s'l- lampadas fluorescentes "day-light") a 24 +

1 °C.
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2.1.2. OBTENCAO DE CULTURAS DE CALLI

Para a obtencdo de calli utilizaram-se, como explantes primdrios, hipocotilos,
obtidos de plantas germinadas in vitro. Os explantes foram inoculados em diversos
meios de cultura base: 1) Murashige e Skoog (1962) (MS); 2) Schenk e Hildebrandt
(1972) (SH) e 3) Gamborg er al. (1968) (BS), (Tabela 2.2, vide pdg. 28). Em
qualquer dos casos, os meios foram suplementados com 20 g/l de sacarose, 20 mg/1
de dcido ascorbico (antioxidante) e nas regulagoes hormonais referidas na Tabela
2.3. O pH foi ajustado depois de se terem adicionado 0,8 g/1 de agar.

As inoculacOes primdrias e bem assim os calli foram mantidos em fotoperiodo de
16 h, a 24 =1 °C. Os calli foram subcultivados com intervalos de 30-40 dias.

Tabela 2.3. Meios base e combinagGes de reguladores de crescimento usados na indugdo de calli de

Hyoscyamus albus
2,4-D NAA BA Kin
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

Meio MS 1,0 - - 1,0
1,0 - 1,0 -
- 1,0 1,0 -

0,5 - - 1,0

Meio SH 1,0 - - 1,0
1,0 - 1,0 -
- 1,0 1,0 -

Meio BS 1,0 - - 1,0

2.1.3. OBTENCAO DE CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO

As culturas de células em suspensdo foram iniciadas por transferéncia de 2-3 calli
- fridveis, com 3-4 semanas de subcultura, mantidos em meio MS, suplementado com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin para erlenmeyers de 250 ml con-
tendo 50 ml de meio de cultura liquido MS, com a mesma suplementagdo. As cultu-
ras foram mantidas as escuras, a 24 + 1 °C, sob agitacdo orbital (115 rpm).

As primeiras repicagens foram efectuadas, com intervalos de 8 dias, por decanta-
¢do do meio de cultura e sua substituicdo por 50 ml de meio fresco. Apds o estabe-
lecimento das suspensoes, as repicagens subsequentes foram efectuadas com interva-
los de 12 dias, pelo método de pipetagem. A 50 ml de meio de cultura fresco,
adicionaram-se 10 ml da suspensdo de células devidamente homogeneizada.

As suspensdes estabelecidas foram utilizadas em diversos ensaios. Sempre que,
nesses ensaios foi necessdrio introduzir alteragdes a composi¢ao do meio de cultura,
os correspondentes registos s foram efectuados apds 3-4 repicagens nas novas con-
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dicoes. Por outro lado, todos os ensaios decorreram as escuras, a 24 + 1 °C, sob
agitagao orbital.

2.1.4. CARACTERIZACAO DAS CULTURAS EM SUSPENSAO

As culturas de células em suspensdo foram caracterizadas, atendendo aos seguin-
tes parametros: 1) crescimento celular, 2) dimensdo das células, 3) viabilidade ce-
lular, 4) mobilizacdo dos hidratos de carbono do meio de cultura, 5) mobilizagdo do
nitrato € de 6) amonio do meio de cultura. Nestes ensaios seguiu-se a metodologia
descrita em 2.1.4.2., 2.1.4.3., 2.1.4.4., 2.1.4.5., 2.1.4.5.1., 2.1.4.6., 2.1.4.6.1.
e 2.1.4.7., respectivamente (vide pag. 29-34).

2.1.5. ESTUDO DA INFLUENCIA DE DIVERSOS FACTORES NO CRESCI-
MENTO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO

2.1.5.1. Densidade de indculo

Nestes ensaios utilizaram-se duas densidades de indculo: 2 g/50 ml e 2,5 g/50 ml
(p. f.). A massa de indculo, obtida apés filtragdo asséptica sob vdcuo, foi inoculada
em erlenmeyers contendo 50 ml de meio liquido MS, suplementado com 20 g/1 de
sacarose, 0,5 mg/1 2,4-D e 1 mg/1 Kin.

O crescimento celular foi seguido pelo método de dissimilacao.

2.1.5.2. Concentracao de sacarose

A influéncia da concentragdo de sacarose, no crescimento das células, foi testada,
- transferindo 2 g (p. f.) de células, obtidas por filtragao asséptica, sob vdcuo, para
erlenmeyers contendo 50 ml de meio liquido MS, suplementado com 0,5 mg/1 2,4-
D e 1 mg/l Kin. As concentragdes de sacarose ensaiadas foram: 1) 10 g/l; 2) 20g/1;
3) 30 g/1; 4) 40 g/1; 5) 50 g/1; 6) 60 g/1; 7) 80 g/1.

O crescimento celular foi seguido pelo método de dissimilagdo.

2.1.5.3. Regulaciao hormonal

Nos ensaios para estudar o efeito da regulagdo hormonal no crescimento celular,
inocularam-se 2 g (p. f.) de células em 50 ml de meio liquido MS suplementado
com 20 g/l de sacarose € uma das seguintes combina¢des hormonais: 1) 0,5 mg/l
2,4-D e 1 mg/1 Kin; 2) 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin. ’
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Em ambos os ensaios, o crescimento celular foi seguido pelo método de dissimi-
lagdo.

2.2. PRODUCAO DE METABOLITOS DE STRESS PELAS CULTURAS DE CE-
LULAS EM SUSPENSAOQ

2.2.1. ELICITACAO E EXTRACCAO DOS METABOLITOS DE STRESS

Nos ensaios preliminares, utilizaram-se culturas de células em suspensdo, com 8
dias de subcultura, mantidos em meio MS suplementado com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin. As culturas foram inoculadas com 2 ml de uma sus-
pensdo de micélio liofilizado e autoclavado de Phytophthora cinnamomi a 1,25 %
(p/v), 2 ml de uma suspensdo de células liofilizadas e autoclavadas de Candida albi-
cans 5 % (p/v) ou com 2 ml de uma solu¢do aquosa de celulase 0,025 % (p/v)
esterilizado por filtragdo com filtro Millipore com poro de 0,2 um de didmetro.

Depois de incubadas durante 72 h, as células foram separadas do meio de cultura
por filtracao, € o meio (200 ml) extraido, por 3 vezes, com aliquotas de 50 ml de
acetato de etilo. As fases organicas foram juntas e evaporadas a secura em evapora-
dor rotativo a 37 °C. O residuo foi retomado com diclorometano e utilizado nos en-
saios subsequentes.

2.2.2. ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS METABO-
LITOS DE STRESS

2.2.2.1. Isolamento e identificacdo da lubimina e 10-epilubimina

2.2.2.1.1. Cromatografia em camada delgada semipreparativa

A amostra obtida em 2.2.1. foi aplicada, em risco continuo, sobre uma placa de
silica gel 60 F,s4, com suporte de vidro e com 1 mm de espessura de camada ad-
sorvente. A placa foi eluida, por 3 vezes, com uma mistura de cloroférmio:metanol
(19:1), em camara de desenvolvimento ascendente com satura¢do. A mancha raio-
ritdria, correspondente a lubimina e 10-epilubimina, foi recuperada por raspagem da
camada adsorvente e a silica extraida, por 5 vezes, com aliquotas de 20 ml de
metanol. Em cada extracgao, a silica foi separada do metanol por centrifugagdo a
6000 g, durante 10 min. As frac¢oes obtidas, foram juntas e evaporadas a secura em
evaporador rotativo a 37 °C. O residuo foi retomado com diclorometano e utilizado
nos ensaios subsequentes: GC, GC-MS, !H-NMR.
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2.2.2.1.2. Cromatografia analitica em camada delgada

A amostra obtida em 2.2.2.1.1. foi aplicada pontualmente sobre trés placas de si-
lica gel 60 F,s4 (Merck) com suporte de aluminio, 5 x 10 cm, com 0,25 mm de es-
pessura de camada adsorvente. As placas foram eluidas, por 3 vezes, com uma mis-
tura de cloroférmio:metanol (19:1 v/v) em cdmara de desenvolvimento ascendente
com saturacao.

2.2.2.1.2.1. Testes cromogénicos

As placas, depois de secas sob uma corrente de ar quente, foram reveladas com:
1) Dinitro-2,4-fenilhidrazina (reagente para grupos carbonilo livres) - solu¢ao alcod-
lica de dinitro-2,4-fenilhidrazina a 0,1 % (p/v), acidificada com 1 ml de HCI fu-
mante.

2) Benzidina (reagente para aldeidos terpénicos, flavondides e hidratos de carbono) -
Solugdo de 0,5 g de benzidina em 20 ml de dcido acético e 20 ml de etanol.

3) Vanilina (reagente para dlcoois, aldeidos e cetonas terpénicas) - Solu¢do de vani-
linaal % (p/v) em H3PO4 2 50 % (v/v).

2.2.2.1.3. Reducao da lubimina e 10-epilubimina

A cerca de 1 mg de amostra, obtida em 2.2.2.1.2. e dissolvida em 100 ul de éter
dietilico, adicionaram-se 100 ul de uma solu¢do aquosa de NaBH4 1 M. A mistura
foi agitada, vigorosamente, durante 15 min, a temperatura ambiente. A fase etérea
foi recolhida e o solvente evaporado a secura, sob uma ligeira corrente de azoto. O
residuo foi retomado com 10 ul de acetato de etilo e analisado por GC e GC-MS.

2.2.2.1.4. Derivatizacdo das amostras

Acetilacdo

Cerca de 100 pug das amostras obtidas em 2.2.2.1.1. e 2.2.2.1.3. foram dissol-
vidos em 60 ul de uma mistura de piridina:anidrido acético (1:1). A mistura foi dei-
xada a reagir, durante 1 h, a 80 °C. Depois de arrefecida, a temperatura ambiente,
o solvente foi evaporado sob uma ligeira corrente de azoto. O residuo foi retomado
com 10 ul de diclorometano e analisado por GC-MS.
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Trimetilsililacdo

Num frasco de derivatizagdo de paredes espessas, adicionaram-se 20 ul de
BSTFA a cerca de 100 ug da amostra obtida em 2.2.2.1.1. e dissolvidos em 10 ul
de piridina. A mistura foi deixada a reagir, durante 30 min, a 80 °C. Depois de ar-
refecida a temperatura ambiente, a mistura foi usada directamente em ensaios de
GC-MS.

2.2.2.1.5. Determinacdo dos indices de retencao linear

Os indices de retencgao linear da amostra obtida em 2.2.2.1.1. foram determina-
dos em relagdo a uma mistura de n-alcanos de C-10 a C-26, segundo a férmula:
I =100[n(tr (A)-tr (X)/tr (Y)-tr (X)) + X]; tr (A) = tempo de retengao do
composto A, tr (X) = tempo de retencdo do hidrocarboneto com X dtomos de car-
bono; tr (Y) = tempo de retengdo do hidrocarboneto com Y dtomos de carbono;
n = Y-X).

2.2.2.1.6. Condicoes de andlise

2.2.2.1.6.1. Cromatografia gds-liquido de alta resolugdo

Os indices de retencdo linear da amostra obtida em 2.2.2.1.1. foram determina-
dos num cromatégrafo Perkin Elmer 8700 equipado com dois detectores de ioniza-
¢ao de chama, um sistema de tratamento de dados e um injector, no qual se instala-
ram duas colunas de polaridade diferente: uma coluna de silica fundida, de fase
imobilizada de metilsilicone, DB-1 (30 m x 0,25 mm d. i., espessura de filme
0,25 um; J & W Scientific Inc.) e uma coluna de silica fundida de fase imobilizada
de polietilenoglicol DB-Wax (30 m x 0,25 mm d. i., espessura de filme 0,25 um; J
& W Scientific Inc.).

Condicoes de operaciao

- A temperatura do forno foi mantida isotérmica, durante 5 min, a 170 °C, e depois
programada de 170 °C a 220 °C, com incrementos de 2 °C.

- Temperaturas do injector e dos detectores, 220 e 240 °C, respectivamente.

- Gés de arrastamento, hidrogénio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s.
- Relag@o de reparti¢ao de fluxo, 1:50.

136



Material e Métodos

2.2.2.1.6.2. Cromatografia gds-liquido acoplada a espectrometria de massa

As amostras obtidas em 2.2.2.1.1. e 2.2.2.1.3., bem como os respectivos deri-
vados foram analisados por cromatografia gds-liquido / espectrometria de massa
(GC-MS). Nestes ensaios, utilizou-se um cromatdgrafo Carlo Erba 6000 Vega equi-
pado com uma coluna de silica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, DB-1,
(30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um espessura de filme; J & W Scientific Inc.) aco-
plada a um detector de captura idénica Finnigan MAT 800 (Ion Trap Detector).

Condicoes de operacao

-A temperatura do forno foi mantida isotérmica, durante 5 min, a 170 °C, e depois
programada de 170 a 220 °C, com incrementos de 2 °C;

- Temperatura do injector, 220 °C;

- Temperatura da linha de transferéncia, 280 °C;

- Temperatura da fonte de ionizagao, 220 °C;

- Gés de arrastamento, hélio, ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s;

- Energia de ionizagao, 70 eV;

- Corrente de ionizagdo, 60 pA;

- Tempo de varrimento, 1 seg;

- Relagado da reparticdo de fluxo, 1:40.

2.2.2.1.6.3. Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de protdo (!H-NMR)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos num espectrémetro
Bruker WM-300, equipado com um sistema de andlise de dados Aspect 2000, a
operar a 300 MHz. As amostras foram dissolvidas em Cloroférmio Deuterado, con-
tendo 1 % de tetrametilsilano (TMS), como padrao interno.

2.2.2.2. Isolamento e identificacdo da solavetivona e rishitina

A solavetivona e a rishitina foram isoladas como descrito em 2.2.2.4. a partir de
culturas mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l
2,4-D e 1 mg/1 Kin, com 4 dias de subcultura e 96 h de incubag¢dao com 2 ml de uma
suspensao de células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans, e identificadas por
GC e GC-MS. No caso da solavetivona, a identificacdo foi também feita com base
nos espectros de UV e lH-NMR.
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2.2.2.2.1. Obtencdo de padroes de rishitina e solavetivona

2.2.2.2.1.1. Obtencao de rishitina

SecgOes de batatas infectadas (cerca de 250 g), adquiridas no mercado, foram
postas a macerar em 250 ml de metanol durante 1 h em banho de ultra-sons. O
processo foi repetido, por duas vezes, as fracgoes juntas € o metanol evaporado em
evaporador rotativo a 37 °C. Ao residuo, adicionaram-se 50 ml de dgua e procedeu-
se a uma extraccdo, liquido-liquido, com aliquotas de 20 ml de acetato de etilo. As
fracgOes organicas foram juntas, evaporadas a secura em evaporador rotativo a
37 °C, e o residuo foi retomado com acetato de etilo e utilizado nos ensaios subse-

quentes.

2.2.2.2.1.2. Obtencdo de solavetivona

A solavetivona foi isolada a partir de secgOes de batatas infectadas (cerca de
250 g), adquiridas no mercado, por destilagao-extracgdao, durante 3 h, num aparelho
do tipo Likens-Nickerson, utilizando o éter dietilico como solvente. O extracto foi
concentrado a temperatura ambiente, em evaporador rotativo, até ao volume de cer-
ca de 1 ml e lavado com 2 ml de NaOH 2 M. O solvente foi evaporado sob uma li-
geira corrente de azoto e amostra utilizada nos ensaios subsequentes.

2.2.2.2.2. Reducdo da solavetivona

Num frasco de derivatizagdo, de paredes espessas, dissolveram-se cerca de
100 ug de amostra em 20 ul de éter dietilico e adicionaram-se 100 ul de uma solu-
cao aquosa de NaBH, 1 M. A mistura foi deixada num banho de ultra-sons, durante
5 min, findos os quais se adicionaram mais 500 ul de uma solu¢do aquosa de
NaBH4 1 M. A mistura foi, entdo, deixada a reagir, durante 2 h, em banho de dgua
a 40 °C. Findo este periodo, adicionou-se 1 ml de éter dietilico, agitou-se vigorosa-
mente, durante 5 min, e separaram-se as fases por centrifugacao a 10000 g, durante
5 min. A fase etérea foi recuperada, o solvente evaporado a secura sob ligeira cor-
rente de azoto, e o residuo utilizado nos ensaios subsequentes.

2.2.2.2.3. Derivatizacao das amostras

Os derivados acetilados da solavetivona e bem assim da solavetivona reduzida fo-
ram preparados como descrito em 2.2.2.1.4..
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2.2.2.2.4. Condicoes de andlise

2.2.2.2.4.1. Espectrofotometria de ultravioleta

O espectro de absor¢ao de ultravioleta foi tracado em metanol num espectrofotd-
metro Shimadzu UV-visivel 160A, entre os 200 e 400 nm.

2.2.2.3. Isolamento e identificacdao das acetofenonas

As acetofenonas foram isoladas como descrito em 2.2.2.4. a partir de culturas
mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e
1 mg/l Kin, com 14 dias de subcultura e 48 h de incubagdo com 2 ml de uma sus-
pensdo de células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans, e identificadas por GC
e GC-MS.

2.2.2.3.1. Derivatizacdo das amostras

Acetilagcao
As amostras foram acetiladas como descrito em 2.2.2.1.4..

Trimetilsililacdo

Num frasco de derivatizagdo, de paredes espessas, adicionaram-se 5 ul de piridi-
na e 10 ul de BSTFA a cerca de 50 ug de amostra. A mistura foi deixada a reagir a
110 °C, durante 10-15 min. Depois de arrefecida a temperatura ambiente, a mistura
foi analisada por GC-MS. Alternativamente, a amostra foi dissolvida em 10 ul de
uma mistura de THF, HMDS e TMCS (5:5:1), e a mistura deixada a reagir, duran-
te 40 min, a temperatura ambiente. Findo este periodo, a mistura foi utilizada direc-
tamente, em ensaios de GC e GC-MS.

2.2.2.4. Extracg¢ao e quantificacdo dos metabolitos de stress

Nos ensaios de rotina, utilizaram-se suspensdes de dois erlenmeyers, mantidos
em meio MS suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin.
As suspensoes foram sonicados a 20 KHz, durante 3 min, e o meio separado das cé-
lulas por centrifugagdo a 10000 g, durante 10 min. O volume do meio de cultura foi
ajustado para 100 ml com dgua destilada ultra pura e retiraram-se 20 ml, que se fi-
zeram passar por um cartucho Sep-Pak C18-Waters Millipore. Depois de lavado
com 10 ml de dgua destilada, o cartucho foi eluido, por 2 vezes, com aliquotas de
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10 ml de metanol. O solvente foi evaporado a secura, em evaporador rotativo, a
37 °C, o residuo retomado com diclorometano para um frasco de derivatizagdo e o
solvente evaporado sob uma ligeira corrente de azoto. Ao extracto adicionaram-se
30 ul de palmitato de metilo em diclorometano a 0,56 % (p/v) e procedeu-se a and-
lise por GC.

Cada ensaio foi efectuado em duplicado e os valores apresentados correspondem
a média de, pelo menos, 3 injec¢des de cada amostra.

2.2.2.4.1. Sintese do palmitato de metilo (padrio)

O palmitato de metilo foi preparado por adi¢do, em excesso, de uma solugdo eté-
rea de diazometano a dcido palmitico.

2.2.2.4.2. Célculo do factor de resposta relativo da lubimina

Num frasco de derivatizagdo, dissolveram-se 0,94 mg de lubimina e 1,2 mg de
palmitato de metilo em 50 pl de diclorometano. O factor de resposta K=1,92 cor-
responde ao valor médio de, pelo menos, 5 injecgoes.

Este valor, calculado para a lubimina, foi também utilizado para a determinagao
da concentracdo da 10-epilubimina, da rishitina, da solavetivona e das acetofenonas.

2.2.2.4.3. Condicoes de andlise

As andlises cromatogrdficas foram efectuadas num cromatégrafo Perkin Elmer
8600, equipado com um detector de ionizagao de chama, um sistema de tratamento
de dados e uma coluna de silica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, DB-1
(30 m x 0,25 mm d. i., espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.)

Condicoes de operacdo

- A temperatura do forno foi mantida isotérmica, durante 5 min, a 170 °C, e depois
programada de 170 a 220 °C, com incrementos de 2 °C. ‘

- Temperaturas do injector e detector, 220 e 240 °C, respectivamente.

- Gds de arrastamento, hidrogénio, ajustado a uma velocidade linear de 30 cm/s.

- Relacao de reparticdo de fluxo, 1:50.
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2.2.2.5. Estudo de diversos factores na acumula¢ido dos metabolitos de stress

2.2.2.5.1. Estadio do crescimento celular e tempo de incubacio

As culturas mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/l1 2,4-D e 1 mg/1 Kin e com 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 14 dias de subcultura foram
inoculadas com 2 ml de uma suspensao de cé€lulas liofilizadas e autoclavadas de C.
albicans 5 % (p/v), e incubadas durante 6, 12, 24, 48, 96 e 192 horas.

2.2.2.5.2. Influéncia da concentracdo do elicitador

As concentracoes de elicitador (suspensdo de células liofilizadas e autoclavadas
de C. albicans) ensaiadas nas culturas mantidas em meio MS, suplementado com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l1 2,4-D e 1 mg/l Kin, com 2 dias de subcultura, foram:
1) 0,2 mg/l; 2) 0,3 mg/l; 3) 0,4 mg/l; 4) 0,5 mg/l; 5) 1 mg/l; 6) 1,5 mg/l; 7)
2 mg/1; 8) 3 mg/l; 9) 4 mg/l e 10) 6 mg/l. Em qualquer dos ensaios, as culturas fo-
ram incubadas durante 48 h.

2.2.2.5.3. Adicdo de acetato de sodio e farnesol ao meio de cultura

Dois gramas (p. f.) de células foram inoculadas em 50 ml de meio liquido MS,
suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D, 1 mg/l Kin e 100 mg/l de
acetato de sddio. Ao fim de 48 h, as culturas foram inoculadas com 2 ml de uma
suspensao de células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans a 5 % (p/v) e incuba-
das durante 48 h.

Dois gramas (p. f.) de células foram inoculadas em 50 ml de meio liquido MS,
suplementado com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D, 1 mg/1 Kin e 25 ul de farne-
sol. No segundo dia de subcultura, as culturas foram inoculadas com 2 ml de uma
suspensdo de células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans a 5 % (p/v) e incu-
badas durante 48 h. Em alternativa, o farnesol s6 foi adicionado as culturas aquando
da inoculacdo do elicitador. |
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III. RESULTADOS E DISCUSSAQ

1. ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS IN VITRO

1.1. OBTENCAO DE CALLI

1.1.1. GERMINACAO DAS SEMENTES

Tal como em O. natrix, os meios de Schulz (1981) e MS, sem fitohormonas, re-
velaram-se igualmente eficientes na germinagdo das sementes de H. albus, tendo-se
atingido taxas de germinacao da ordem de 70-80 %.

1.1.2. SELECCAO DO MEIO DE CULTURA E REGULACAO HORMONAL

O meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 1 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin
ou 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin foi o mais favordvel a obtencao de calli. Nos
restantes meios e regulagdes hormonais ensaiados, os explantes rapidamente acasta-
nhavam e morriam. Esporadicamente, formavam-se calli, sem haver, no entanto,
reprodutibilidade de resultados.

1.2. OBTENCAO DE CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO

As culturas de células em suspensdao mantidas em meio MS, suplementadas com
20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin apresentavam-se homogéneas, de
cor branca, tornando-se cinzentas na fase estaciondria. Ao microscopio, observa-
vam-se células isoladas, ou formando pequenos agregados, sendo as células, geral-
mente, isodiamétricas, com didmetro médio de 13,4 1,29 um. As culturas pos-
suiam viabilidade elevada, da ordem de 80 %.

A forma alongada ou arredondada das células, para além de depender do estddio
de desenvolvimento das células e da composicdo do meio (Yeoman e Street, 1977,
Sakuta e Komamine, 1987; Fevereiro, 1991), depende, também, da espécie em es-
tudo. Com efeito, nas culturas de Ononis natrix, estabelecidas a0 mesmo tempo que
as de H. albus, as células apresentavam formas algo diversas, em fase pré-estacio-
ndria de crescimento.
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1.2.1. ESTUDO DA INFLUENCIA DE DIVERSOS FACTORES NO CRESCI-
MENTO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO

1.2.1.1. Influéncia da regula¢ao hormonal

No estabelecimento das culturas de H. albus, em meio MS, suplementado com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l1 2,4-D e 1 mg/1 Kin, utilizaram-se culturas mantidas no
mesmo meio base, mas suplementadas com 0,5 mg/l NAA e 1 mg/l Kin. As cultu-
ras mantidas nas novas condi¢oes comegaram a acinzentar, ao fim da segunda repi-
cagem. Ao fim da terceira-quarta repicagem, com as células completamente necro-
sadas, ndo foi possivel efectuar o estudo do crescimento celular. Estes resultados
estdo em concordancia com os de outros autores que utilizaram, em culturas de H.
niger € H. albus, o 2,4-D como auxina (Dhoot e Henshaw, 1977; Raghavan e Nag-
mani, 1983; Cheng e Raghavan, 1985; Jaziri er al., 1988; Raghavan e Nagmani,
1989; Sauerwein e Shimomura, 1991). Dado ndo ter sido possivel estabelecer as
culturas de H. albus em meio contendo NAA/Kin, os ensaios subsequentes foram
efectuados com 2,4-D/Kin.

1.2.1.2. Influéncia da densidade do indculo

Nestes ensaios inocularam-se 2 g ou 2,5 g (p. f.) de células em 50 ml de meio
MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin.

0.5

0.4+
C)
,§' 0.3+
.g —-25g (p- )/50 mi }
E 0.2+ +2g (p. 1)/50 mi
"
0
o

0.1+

1 1 ! 1 iy 1 1

G 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Tempo (h)

Fig. 1.1. Curvas de dissimilagdo de culturas de células em suspensao de H. albus mantidas em meio
MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, com diversas
concentragdes iniciais de inéculo.
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As culturas iniciadas com 2 g de células apresentaram um crescimento mais
lento, com valores de dissimilacdo sempre inferiores ao das culturas iniciadas com
2,5 g. Nestas culturas, a fase estaciondria foi atingida ao fim de 290-300 h, cerca de
110-130 h mais cedo do que no primeiro caso (Fig. 1.1). Os valores mdximos de
dissimilacdo, 0,41-0,42 g, das culturas iniciadas com 2 g, foram atingidos as 500 h,
ao passo que nas culturas iniciadas com 2,5 g estes valores foram atingidos, logo ao
fim de 300-310 h (Fig. 1.1). Destes resultados, € comparando com os obtidos nas
culturas de O. natrix, pode concluir-se que a concentracao inicial de inéculo € de-
terminante para o crescimento celular e varidvel, dependendo da espécie em estudo.

1.2.1.3. Influéncia da concentracio de sacarose no crescimento celular

Neste estudo, ensaiaram-se seis concentragoes de sacarose (10, 20, 30, 40, 50 e
80 g/1) utilizando meio MS, suplementado com 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin. De
um modo geral, quanto maior a concentragao de sacarose utilizada, maiores os va-
lores de dissimilagdo obtidos, no inicio da fase estaciondria de crescimento. Excep-
tuaram-se as culturas mantidas com 30 e 40 g/l de sacarose, que apresentaram por
esta altura, praticamente os mesmos valores (Fig. 1.2). Os valores de dissimilacdo
obtidos, variaram entre um minimo de 0,15 g, para as culturas mantidas com 10 g/1
de sacarose, e um mdximo de 0,95 g, para as culturas mantidas com 80 g/l de saca-
rose (Fig. 1.2). Além disso, quanto maior a concentracdo de sacarose, mais tarde se
atingia a fase estaciondria. Também neste caso, se exceptuaram as culturas mantidas
com 30 ou 40 g/1 de sacarose (Fig. 1.2).
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Fig. 1.2. Curvas de dissimilagdo das culturas de H. albus mantidas em meio MS, suplementado com
diversas concentragdes de sacarose e 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin.
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Embora qualquer das concentragdes ensaiadas tenha permitido a manutengao € o
crescimento celulares, concentracbes muito baixas (10 g/l) ou muito elevadas
(80 g/1) induziram menor crescimento, com tempos de duplicagdo de 62 h e 60 h,
respectivamente. Estes valores sdo significativamente superiores aos das culturas
mantidas com 40 g/l de sacarose, onde se obtiveram tempos de duplicagao de 48 h.
Para a maioria das culturas de células em suspensdo, o aumento da concentracdo de
sacarose ¢ determinante de um menor crescimento € de uma maior ‘producao de
fendis (Westcott e Henshaw, 1976; Phillips e Henshaw, 1977). Porém, nas culturas
de H. albus, este facto ndao foi muito significativo havendo mesmo autores
(Sauerwein e Shimomura, 1991) que referem, que o melhor crescimento das
culturas de "hairy roots" de H. albus, é registado em meio contendo 80 g/l de
sacarose.

1.2.2. MOBILIZACAO DE ALGUNS NUTRIENTES DO MEIO DE CULTURA

1.2.2.1. Mobiliza¢ao dos aciicares

A semelhanca do referido em 1.3.1. também aqui a sacarose sofreu hidrélise
com a autoclavagem. Aquando da inoculacdo, existiam apenas 16-17 g/1 de sacarose
e 1,8-2 g/l de glucose e frutose (Fig. 1.3).
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Fig. 1.3. Mobilizagdo dos agiicares do meio nas culturas de H. albus mantidas em meio MS,
suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/I Kin.

ApOs a inoculagao e durante as primeiras 250 h, registou-se um ligeiro aumento
de glucose e frutose no meio de cultura (Fig. 1.3), pese embora o teor em aglicares
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totais tenha diminuido, o que sugere uma actividade das invertases superior ao
consumo dos monossacdridos. Resultados idénticos foram obtidos em culturas de
células em suspensao de Achillea millefolium (Figueiredo, 1992). As culturas de H.
albus parecem revelar alguma preferéncia para glucose, se se atender ao perfil das
curvas de mobilizagao da glucose e da frutose (Fig. 1.3). Neste caso, a mobilizagao
da frutose foi mais acentuada quando, por volta das 300 h, a concentracao da
glucose atingia valores da ordem de 1-2 g/1 (Fig. 1.3). O atingir da fase estaciondria
foi coincidente com a exaustdo dos acucares do meio de cultura (Fig. 1.3).

1.2.2.2. Mobiliza¢do do amoénio e nitrato do meio

A mobilizacdo do aménio do meio de cultura das células em suspensdo de H.
albus, foi significativa, desde a inoculagdo até ao inicio da fase estaciondria (Fig.
1.4a). Em contraste, o consumo do nitrato foi moderado até 2 fase estaciondria
(Fig. 1.4b). A partir desta altura, que coincidiu com os niveis mais baixos de amo-
nio no meio, a sua mobilizagdo foi intensa (Fig. 1.4b). Resultados idénticos foram
descritos por Fowler et al. (1982). Segundo estes autores, quando o aménio € o ni-
trato sdo fornecidos simultaneamente, o aménio € consumido em primeiro lugar,
sendo o nitrato mobilizado quando parte do amdnio foi jd consumido. Nas culturas
de H. albus parece haver uma certa inibi¢ao da mobilizagdo do nitrato pelo amoénio,
pois s6 comega a ser mobilizado quando o aménio deixa de ser assimilado pelas cé-
lulas. Estes resultados contrastam com os obtidos com as culturas de células em sus-
pensao de O. natrix.

O ligeiro aumento dos teores de amonio e nitrato no meio de cultura ao fim de

400-450 h pode dever-se a libertacao dos conteudos celulares, por morte das célu-
las.
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Fig. 1.4. Mobilizagdo do aménio (a) e nitrato (b) do meio, nas culturas de H. albus mantidas em
meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/1 2,4-D e 1 mg/I Kin.
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2.1. ESTUDO DA PRODUCAQO DE METABOLITOS DE STRESS NAS CULTU-
RAS DE CELULAS EM SUSPENSAQ

2.1.1. IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS DE STRESS

A andlise por cromatografia gds-liquido de alta resolu¢do do extracto obtido de
cultura de células em suspensao de H. albus, elicitadas com Phytophthora cinnamo-
mi ou Candida albicans, revelou a presenca de diversos compostos de stress ausen-
tes das culturas nao elicitadas (Fig. 2.1).

Inj.
i. ‘L = .l. - ‘““—"““—'B‘hl““-h“

0 10 20  min.

Fig. 2.1. Cromatograma, obtido em cromatografia gas-liquido, numa coluna DB-Wax, de alguns me-
tabolitos de stress, ap6s elicitagdo, das culturas de células em suspensdo de H. albus, man-
tidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin,
com quatro dias, com C. albicans, e incubadas durante 96 h. A-solavetivona; B-rishitina;
C-10-epilubimina; D-lubimina; P-padrao (palmitato de metilo). Inj.-injecgdo. Atenuagdo 8.

No espectro de massa de impacto electrénico do composto A (indice de retencao
linear IR=1775, em coluna DB-1), da Fig. 2.1, observa-se o ido molecular, pouco
intenso, a m/z 218 [M]" (Fig. 2.2), compativel com a férmula empirica C,5sH,,0,
constituindo o primeiro elemento da série formada pelos ides m/z 190 [M-28]" , 175
[M-43]* e 147 [190-43]*. O fragmento m/z 190 indica a presenca de uma cetona
aliciclica (Mclafferty, 1980), jd sugerida pelos reagentes cromogénicos dinitro-2,4-
fenilhidrazina e benzidina, e os fragmentos m/z 175 e 147 suportam a presenga de
um grupo isopropenilo na molécula (Esquema 2.1). Observa-se, ainda, a série cons-
tituida pelos ides m/z 79, 91, 93, 105, 107, 119, 121, 133 e 135 comum aos terpe-
nos (Kalan e Osman, 1976; Enzell e Wahlberg, 1980), sendo os fragmentos m/z 79,
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93, 107 e 121 ides de rearranjo, da série C H,,_s, caracteristica dos terpenos alici-
clicos (Mclafferty, 1980).
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Fig. 2.2. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, do composto A, obtido das culturas de
células em suspensdo de H. albus mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, elicitadas, ao fim de quatro dias, com C. albicans e

incubadas durante 96 h.
2 + +
T NS _l
m/z218 - m/z 190 4
O ; E j + —} +
m/z175 m/z 147

Esquema 2.1. Esquema da fragmentagio provdvel da solavetivona.

Por redugdo do composto A com tetra-hidretoborato de sédio obtiveram-se dois
compostos com tempos de retencdo e padroes de fragmentagdo diversos. Ao pri-
meiro composto correspondeu o padrao de fragmentagdo representado na Fig. 2.3.
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Fig. 2.3. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, de um dos dois compostos (composto
minoritdrio) obtido apds reducao do composto A com tetra-hidretoborato de sédio.

O espectro de massa de impacto electrénico deste composto nao apresentou ido
molecular, sendo o primeiro sinal a m/z 204, pouco intenso. O fragmento m/z 204
[M-18]" corresponderia, entao, a pei'da de uma molécula de dgua a partir do ido
molecular, caracteristico dos dlcoois. No espectro de massa de impacto electrénico
do composto maioritdrio, o iao de massa mais elevada (Fig. 2.4) surge a m/z 205
[M-15]", compativel com a perda de um grupo metilo pelo iao molecular. Observa-
se, ainda, o ido m/z 145 [205-18-43]* além da série dos iOes caracteristicos dos ter-

penos.
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Fig. 2.4. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, do composto maioritdrio, obtido por
redugao do composto A com tetra-hidretoborato de sédio.
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Fig. 2.5. Espectros de massa de impacto electrénico, de 70 eV, dos derivados acetilados do composto
minoritdrio (a) e do composto maioritario (b).

O ido m/z 202 [M-60]" , observado no espectro de massa do correspondente de-
rivado acetilado (Fig. 2.5a) constitui a prova inequivoca da presenga de um grupo
hidroxilo livre na molécula. Informagdo complementar sobre a estrutura do com-
posto A foi obtida pela andlise do espectro de massa do composto minoritdrio. Neste
espectro, o ido de massa mais elevado surge a m/z 204 [M-18]" (Fig. 2.3), seguin-
do-se os i0es caracteristicos dos terpenos. Além disso, no espectro do corresponden-
te derivado acetilado (Fig. 2.5b), o fragmento de massa mais elevado surge também
a m/z 204 [M-60]" , que se justifica pela eliminacao de dcido acético por parte do
idao molecular. Estes resultados explicam-se através de uma redugao simultanea,
quer do carbonilo, quer de uma ligacao dupla carbono-carbono. Por outro lado, tal
redu¢ao, com hidretos metdlicos, sé € possivel se na molécula existir um grupo car-

bonilo a,B-insaturado (Brown e Hess, 1969). A presenca deste sistema conjugado é,
CH30H

de facto, comprovada pela absor¢do maxima a Am. 242,6 nm, observada no es-
pectro de UV do composto A, e pelos sinais registados no espectro de ressonancia
magnética nuclear de protdo (CDCls; ppm) a 1,89 (3H, s) e 5,72 (1H, s def.), atri-
buiveis a um grupo metilalilico, de uma cadeia fechada e a um protdo vinilico
(C=C-H), de uma ligagdo dupla trisubstituida, respectivamente. No espectro de 'H-
NMR observam-se, ainda, entre outros (Tabela 2.1), sinais a 1,74 (3H, s def.),
atribuivel a trés protoes alilicos (C=C-CH3), 4,71 (2H, s def.), atribuivel a dois
protoes olefinicos terminais (H,C=C-CH3), ambos caracteristicos de um grupo
1sopropenilo, e a 0,96 (3H, d, /=6 Hz). Os dados obtidos levam a identificar o
composto A como sendo a solavetivona (Coxon er al., 1974; Stoessl er al., 1976).
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Tabela 2.1. Dados do espectro de ressonincia magnética nuclear de protdo da solavetivona. 3-desvio
quimico; J-constante de acoplamento; d-dubleto; m-multipleto; s-singleto; s def.-singleto

deformado
atribuicdo d (ppm) J (Hz) multiplicidade
15 0,96 6 d
4,6,8,9 1,62 - m
13 1,74 - s def.
14 1,89 - S
7 2,22 - m
3ae 3e 2,67 - m
12 471 - s def.
1 5,72 - s def.

O composto B da Fig. 2.1, com indice de retengao linear IR=1789, em coluna
DB-1, apresentou um padrao de fragmentacdo compativel com o de um terpeno
(Fig. 2.6) e muito semelhante ao descrito para a rishitina (Brindle er al., 1985). A
identidade deste composto foi comprovada por comparagao do tempo de retencdo e
do espectro de massa com os correspondentes de uma amostra auténtica de rishitina.

10y 4 _

189

1 . _ i
133 161 204
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18 120 148 168 1% 288 220

Fig. 2.6. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, do composto B, obtido das culturas de
células em suspensdo de H. albus mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, elicitadas, ao fim de quatro dias, com C. albicans e
incubadas durante 96 h.

No espectro de massa de impacto electrénico do composto C, (IR=1859 em co-
luna DB-1) da Fig. 2.1, o ido de massa mais elevado foi observado a m/z 193 [M-
43]* (Fig. 2.7a), constituindo o primeiro elemento da série formada pelos ides m/z
175 [M-43-18]*, 161, 133, 119, 105, 91. Apés acetilagdo, observou-se alteracio
do tempo de retencdo e o aparecimento de um fragmento de massa m/z 218 [M-
60]" , no correspondente espectro de massa, o que confirma a presenca de um grupo
hidroxilo livre na molécula (Fig. 2.7b). A presenca deste grupo hidroxilo foi ainda

152



Resultados e Discussao

confirmada por andlise do espectro do correspondente derivado trimetilsililado.
Neste caso, 0 ido de massa mais elevado € observado a m/z 293 [M-15]*, corres-
pondendo a eliminagdo de um grupo metilo, pelo ido molecular, fragmentagdo ca-
racteristica dos derivados sililados (Fig. 2.7c). No espectro de massa de impacto
electrénico do composto C, reduzido com tetra-hidretoborato de sédio (Fig. 2.8a),
observa-se um fragmento de massa m/z 195 [M-43]*, seguido dos ides m/z 187 [M-
18-18-15]1"*, 177 [M-18-43]* e 159 [M-18-18-43]*, que confirma a presenca de
um grupo carbonilo, jd sugerido pelo desenvolvimento de uma reac¢ao corada com
dinitro-2,4-fenilhidrazina e benzidina. A presenca de dois grupos hidroxilo livres na
molécula do produto reduzido €, por seu turno, confirmada pelos ides m/z 262 [M-
60]° e 202 [M-60-60]:, observados no espectro de massa do correspondente
derivado acetilado (Fig. 2.8b).

No espectro de ressonancia magnética nuclear de protao (CDCl3; ppm) do com-
posto C (Tabela 2.2) observa-se um sinal a 9,86 (s def.) cuja frequéncia de resso-
nancia é compativel com a de um protao formilo. Os sinais observados a 1,70 (s
def) e 4,69 (m), atribuiveis a trés protoes alilicos e dois protdes vinilicos terminais,
respectivamente, sugerem a presenga de um grupo isopropenilo. Observam-se, ain-
da, sinais a 3,74 (m) e 2,48 (m) atribuiveis a ressonadncia dos protdes HC-OH e
HC-C=0, respectivamente. Os dados espectroscopicos obtidos permitem identificar
o composto C como sendo a 10-epilubimina (Katsui ef al., 1974; Kalan e Osman,
1976; Katsui et al., 1977; Stoessl et al., 1976, 1978; Stoessl e Stothers, 1980;
Brindle er al., 1985; Ewing et al., 1990).
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Fig. 2.7. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, do composto C, obtido das culturas de
células em suspensdo de H. albus mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, elicitadas, ao fim de quatro dias, com C. albicans e
incubadas durante 96 h (a) e dos respectivos derivados acetilado (b) e trimetilsililado (c).

108y

154



Resultados e Discussdo

19 & X
]
SKP
BKG
67 79 91 18 159 w
55 131 14517 173187 %2
AT i
“]I'V’l'l'|‘l'!'ll LR I I ] Il'T'Y'['II'!'T
5 19 159 ] 250

Fig. 2.8. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, do composto C reduzido com tetra-hi-
dretoborato de sddio (a) e do respectivo derivado acetilado (b).

Tabela 2.2. Dados do espectro de ressonancia magnética nuclear de protdo da 10-epilubimina. -
desvio quimico; J-constante de acoplamento; d-dubleto; m-multipleto; s-singleto; s def.-
singleto deformado

atribuicao & (ppm) J (Hz) multiplicidade

14 0,93 7 d
3a 1,13 - m
lae 3e 1,64 - m

13 1,70 - s def.
le 2,24 - m
7 2,45 - m
10 2,48 - m
2 3,74 - m
12 4,69 - m

15 9,86 - s def.

No espectro de massa de impacto electrénico do composto D (IR=1855 em colu-
na DB-1), da Fig. 2.1, (Fig. 2.9a) observa-se o ido molecular de baixa intensidade
a m/z 236 [M]" (Esquema 2.2), compativel com a férmula empirica C,5H,40,, que
constitui o primeiro elemento da série formada pelos ides m/z 218 [M-18] -, 193
[M-43]*, 175 [M-18-43]*, 161, 147, 133, 119, 105 € 91. Também neste caso, € a
semelhanca do observado nos espectros de massa dos compostos A, B e C, estdo
presentes os i0es da série C H,, 5 (m/z 79, 93, 107 e 121), caracteristica dos terpe-
nos aliciclicos. A alteragao do tempo de retengio e do padrao de fragmentacdo ob-
servado nos dos correspondentes derivados acetilado e trimetilsililado (Fig. 2.9b e
2.9c) confirmam a presenga de um grupo hidroxilo livre na molécula. De salientar
que, neste caso, o ido m/z 265 [M-43]*, do espectro de massa do derivado sililado,
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tem uma intensidade inferior a do composto C, justificivel por uma menor estabili-
dade do fragmento, por razdes conformacionais.
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Fig. 2.9. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, do composto D, obtido das culturas de
células em suspensdo de H. albus mantidas em meio MS, suplementadas com 20 g/l de sa-
carose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, elicitadas, ao fim de quatro dias, com C. albicans e
incubadas durante 96 h (a) e dos respectivos derivados acetilado (b) e trimetilsililado (c).

No espectro de massa de impacto electrénico do composto D, reduzido com te-
tra-hidretoborato de sédio (Fig. 2.10a), observa-se um fragmento de massa m/z 220
[M-18]" , seguido dos fragmentos m/z 202 [M-18-18]" , 177 [M-18-43]* e 159 [M-
18-18-43]*, que confirma a presenc¢a de um grupo carbonilo, jd sugérido pelo de-
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senvolvimento de uma reaccao corada com dinitro-2,4-fenilhidrazina e benzidina. A
presenca de dois grupos hidroxilo livres na molécula do produto reduzido €, por seu
turno, confirmada pelos 10es m/z 262 [M-60]" , 220 [M-60-42]" e 202 [M-60-60]"
observados no espectro de massa do correspondente derivado acetilado (Fig. 2.10b).
As ligeiras diferencas observadas nas fragmentagoes quer da lubimina e 10-epilu-
bimina, quer dos respectivos compostos reduzidos e seus derivados acetilados, justi-
ficam-se por razoes conformacionais. |

| —I + —I + —] +
HO ~. .~CHO | ° .~CHO |° .~ CHO

Esquema 2.2. Esquema da fragmentagio provével da lubimina.
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Fig. 2.10. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, do composto D reduzido com tetra-
hidretoborato de sédio (a) e do respectivo derivado acetilado (b).

A existéncia de um grupo formilo no composto D é também confirmado pelo du-
bleto observado a 9,80 (H, J=3 Hz), no espectro de 1H-NMR (CDCl3; ppm). Ob-
servam-se, ainda, entre outros (Tabela 2.3), os sinais caracteristicos de um grupo
isopropenilo a 1,70 (s def.) e 4,69 (m).

Tabela 2.3. Dados do espectro de ressonincia magnética nuclear de protdo da lubimina. 3-desvio

quimico; J-constante de acoplamento; d-dubleto; m-multipleto; s-singleto; s def.-
singleto deformado

atribuicdo S (ppm) J (Hz) multiplicidade
14 0,93 7 d
3a 1,10 - m
la 1,55 - m
3e 1,64 - m
13 1,70 - s def.
le 1,99 - m
10 2,26 - m
7 2,45 - m
2 3,65 - m
12 4,69 - m
15 9,80 3 d

A informagdo obtida permite identificar o composto como sendo a lubimina
(Katsui et al.,1974; Kalan e Osman, 1976; Stoessl er al., 1976, 1978; Katsui er al.,
1977; Stoessl e Stothers, 1980; Brindle et al., 1985; Ewing et al., 1990). Neste
caso, o deslocamento da frequéncia de ressonancia do protdo formilo, para campos
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mais altos, relativamente ao da 10-epilubimina, € justificado pelo facto do grupo
formilo se encontrar em posi¢ao equatorial e, consequentemente os protdes H-15 e
H-10 assumirem uma posigao quasi-antiperiplanar (Ewing ez al., 1990).

A identidade dos compostos C (10-epilubimina) e D (lubimina) foi confirmada
por comparagao dos tempos de retencao e dos espectros de massa com os de amos-
tras auténticas.

Em algumas culturas de células em suspensdo de H. albus, tratadas com elicita-
dor, verificou-se a acumulagdo de compostos pertencente a um grupo diverso dos
metabolitos de stress sesquiterpénicos até agora referidos. Na identificacdo dos com-
postos, efectuada por GC-MS, utilizaram-se amostras, quer em natureza, quer apos
derivatizacdo e, sempre que possivel, compararam-se os correspondentes espectros
de massa e os tempos de retengao com os de amostras auténticas.

No espectro de massa de impacto electrénico (Fig. 2.11a) do composto com me-
nor tempo de retencdo, (4,9 min) observa-se o 130 molecular intenso a m/z 166
[M]", compativel com a formula empirica CgH;¢O3, seguido do ido m/z 151 [M-
15]* (pico base), 123 [M-15-28]* ou [M-43]+ e 108 [123-15] (Esquema 2.3). A
presenca de um i3o molecular intenso e dos fragmentos m/z 151 e 123, sugere tra-
tar-se de uma arilalquilcetona. Com efeito, neste grupo de compostos, o pico base
corresponde, na generalidade dos casos, ao fragmento ArC=0: *, formado por cisdo
da ligagao B, relativamente ao anel aromdtico. No passo seguinte dd-se a eliminagdo
da espécie C=0 e a formagao do correspondente ido arilo.

COCH; _
m/z166 /’ m/z151
/ e
L+ + |+
; NOCH, ; No HO -~
OH OH
m/z123 m/z108 m/z80

Esquema 2.3. Esquema da fragmentagido provavel da acetovanilona.
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Fig. 2.11. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, da acetovanilona (a), extraida das
culturas de células em suspensdo de H. albus mantidas em meio MS, suplementadas com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, com 14 dias, e dos respectivos derivados
acetilado (b) e trimetilsililado (c).

Informacao complementar, sobre a estrutura do composto, foi obtida a partir dos
derivados acetilado e sililado (Fig. 2.11b e 2.11c). O espectro de massa do derivado
acetilado apresenta um padrao de fragmentagao idéntico ao da amostra nao de-
rivatizada (Fig. 2.11b). Também neste caso, o 130 de massa mais elevada aparece a
m/z 166 [M-42]" . Seguem-se-lhe os ides m/z 151, 123 e 108. No entanto, a prova
inequivoca da acetilagao do composto reside, quer no facto de se ter registado alte-
racao do tempo de retengdo, apds a derivatizagdo, quer pela maior intensidade do
1do m/z 43, relativamente a amostra nao derivatizada. Por outro lado, a eliminagao
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de 42 u. m. a. (CH,CO; cetena) € indicativa da presenga de um hidroxilo ligado a
um anel aromdtico. A trimetilsililagdo confirma a presenca de um grupo hidroxilo
livre na molécula. No espectro de massa deste derivado (Fig. 2.11c), observa-se o
ido molecular intenso a m/z 232 [M]" , seguido dos ides m/z 223 [M-15]*, 208 [M-
15-15], 193 [M-15-15-15]7 (pico base) e 165 1193-28]*. Os fragmentos m/z 193
e 165 confirmam a natureza arilalquilceténica do composto. O conjunto dos dados
obtidos, permite identificar este composto como sendo a acetovanilona.

A massa molecular do segundo composto, com tempo de reten¢do 9,5 min, é su-
perior a do composto precedente, em 30 u. m. a., sugerindo a presenc¢a de mais um
grupo metoxilo. No seu espectro de massa de impacto electrénico (Fig. 2.12a) ob-
serva-se 0 130 molecular intenso a m/z 196 [M]" , compativel com a férmula empi-
rica C;oH ,04, seguido do ido m/z 181 [M-15]* (pico base) e 153 [M-15-28]* ou
[M-43]+, caracteristicos das cetonas aromaticas. Observam-se, ainda, os ides m/z
138 [153-15], 123 [138-15]*, 95 [123-28]* e 67 [95-28] ™, tipicos da fragmenta-
¢ao dos éteres aromdticos, que confirmam a presenca de dois grupos metoxilo (Es-

quema 2.4).
= + +
COCH €= 0 —
3 . | +
‘ |
: |
H CO OCH_H CO OCH_H CO OCH ‘
3 3 3 3 3 |
|
OH OH OH |
m/z196 m/z 181 m/z153 |

m/z95 H H
m/z123 m/z 138

Esquerna 2.4, Esquema da fragmentagao provavel da acetosiringona.
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A semelhanca do composto precedente, também, neste caso, nio se observa ido
molecular no espectro de massa do derivado acetilado (Fig. 2.12b). O padrao de
fragmentacdo € de todo idéntico ao da amostra ndo derivatizada (Fig. 2.12b). O
fragmento de massa mais elevada surge a m/z 196 [M-42]" , constituindo o primeiro
elemento da série formada pelos ides m/z 181 [M-42-15]* e 153 [M-42-15-28]*. O
pico base é, neste derivado, o ido m/z 43 [CH5CO]™*. A presenca de um grupo
hidroxilo livre na molécula € confirmada pela andlise do espectro de massa do
derivado trimetilsililado (Fig. 2.12c). Aqui observa-se 0 iao molecular intenso a m/z
268 [M]", constituindo o primeiro elemento da série formada pelos ides m/z 253
[M-15]11, 238 [M-15-15]", 223 [M-15-15-15]" e 195 [223-28]*. A fragmentagio
observada leva a identificd-lo como sendo a acetosiringona e estd de acordo com a
descrita por Stachel et al. (1985) para o mesmo composto.
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Fig. 2.12. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, da acetosiringona (a), extraida das
culturas de células em suspensdo de H. albus mantidas em meio MS, suplementadas com
20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, com 14 dias, e dos respectivos derivados
acetilado (b) e trimetilsililado (c).

No espectro de massa de impacto electrénico (Fig. 2.13a) do composto com

maior tempo de reten¢do (15,4 min) o 1d0 molecular m/z 212 [M]" , pouco intenso,

¢ compativel com a férmula empirica C;pH;,05. O id0 molecular constitui o pri-

meiro elemento da série formada pelos ides m/z 181 [M-31]* e 153 [181-28] *, am-

bos caracteristicos das arilalquilcetonas. A restante fragmentacdao € muito semelhan-

te a da acetosiringona (Esquema 2.5).

COCH OH + cC=o0
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Esquema 2.5. Esquema da fragmentagdo provdvel da a-hidroxiacetosiringona.
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A fragmentagdo observada no espectro de massa do derivado acetilado (Fig.
2.13b) € compativel com o de uma aril-a-hidroxialquilcetona. O fragmento m/z 254
€ justificado pela eliminagao de cetena, por parte do ido molecular, o que apoia a
existéncia de um grupo hidroxilo ligado a um anel aromdtico, e o fragmento m/z
181 [M-42-73]*, € explicdvel pela eliminagdo do grupo acetoxialquilo, por parte do
fragmento m/z 254 (Esquema 2.6). Esta hipdtese € apoiada pela fragmentacao obser-
vada no espectro de massa do derivado trimetilsililado (Fig. 2.13c). O ido molecular
m/z 356 [M]" , pouco intenso, é o primeiro elemento da série formada pelos ides
m/z 341 [M-15]* e 253 [M-103]* (pico base). Este iltimo corresponde a elimina-
cao da espécie CH,OTMS, por ruptura da ligacao B, relativamente ao anel aromd-
tico da aﬁlalqtiilcetona, o que € comprovado pela presenga do ido m/z 103 [CH,0-
TMS] . De referir que este composto aloja trés grupos trimetilsililo quando a deri-
vatizagao € efectuada em presenca de piridina e sob aquecimento (Fig. 2.13d). Um
tal comportamento € explicdvel pela relativa facilidade de enolizagao do carbonilo,
devida a presenca de um grupo hidroxilo livre ao carbono a. O padrao de fragmen-
tacao do composto em natureza e dos seus derivados, permite identificd-lo como -
hidroxiacetosiringona e estd de acordo com o descrito por Spencer er al. (1990) e
Spencer e Towers (1991) para 0 mesmo composto.
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Fig. 2.13. Espectro de massa de impacto electrénico, de 70 eV, da a-hidroxiacetosiringona (a), ex-

traida das culturas de células em suspensao de H. albus mantidas em meio MS, suplemen-
tadas com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, com 14 dias, e dos respectivos
derivados acetilado (b), trimetilsililado com uma mistura de THF, HMDS e TMCS (c) e
trimetilsililado com piridina a quente (d).
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Esquema 2.6. Esquema da fragmentagdo provével do derivado acetilado da a-hidroacetosiringona.

165



Hyoseyamus albus

2.1.2. ACUMULACAO DOS METABOLITOS DE STRESS APOS ELICITACAO
BIOTICA

2.1.2.1. Estudo da produc¢do dos metabolitos de stress, pelas culturas de células
em suspensiao de Hyoscyamus albus, com diversos elicitadores

As culturas de células em suspensdo de H. albus, mantidas em meio MS, suple-
mentado com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin, e elicitadas no inicio
da fase estaciondria com micélio autoclavado e liofilizado de Phytophthora cinna-
momi ou com células autoclavadas e liofilizadas de Candida albicans produziram,
maioritariamente, lubimina e 10-epilubimina, além de pequenas quantidades de so-
lavetivona e rishitina. Por seu turno, nas culturas tratadas com celulase, ndo se re-
gistou a presenga de qualquer dos compostos referidos.

A producdo de fitoalexinas sesquiterpénicas tem sido verificada noutras plantas
pertencentes a familia Solanaceae. De um modo geral, os compostos formados, em
resposta a elicitagao, sao caracteristicos da planta e independentes do elicitador em-
pregue. Assim, uma planta ou a correspondente cultura de células acumulardao o
mesmo tipo de compostos independentemente da origem do elicitador. Refira-se a
titulo de exemplo que a batata (Solanum ruberosum) sintetiza e acumula vdrias fitoa-
lexinas sesquiterpénicas, como a rishitina, a lubimina e a fituberina, quando infecta-
das por microrganismos de espécie diversa (Tomiyama er al., 1968; Varns ef al.,
1971; Lyon, 1972; Lisker e Kuc, 1977; Mansfield, 1982). Segundo Lisker e Kuc
(1977), a acumulagao de rishitina e lubimina neste tubérculo pode ser induzida, quer
por Phytophthora infestans, Phytophthora parasitica, Pythium aphanidermatum,
quer por micélio sonicado e autoclavado dos respectivos fungos. Estes resultados su-
gerem ndo haver uma relagdo activa e directa entre fungo e planta, na acumulagdo
de fitoalexinas, mas apenas a presenca de determinados compostos no microrganis-
mo que dispoletam a reacgdo na planta. Vdrios estudos tém sido feitos no sentido de
determinar os constituintes responsdveis pela acumulagdo de fitoalexinas em plantas
ou cultura de células de Solanaceae. Segundo Bostock er al. (1981), o 4cido araqui-
dénico e o écido eicosapentaendico, extraidos do micélio de P. infestans, sao res-
ponsdveis pela necrose e elicitacao da lubimina e da rishitina na batata. A presenga
de um carboxilo livre, o tamanho da cadeia carbonada e a posigao das ligagoes du-
plas na molécula parecem ser importantes no processo de elicitacdo (Preisig e Kuc,
1983; Kuc e Preisig, 1984; Kuc e Rush, 1985). Embora o 4cido araquiddnico se te-
nha revelado eficiente na elicitacao de sec¢des de tubérculo de batata, 0 mesmo nao
se verificou em culturas de células em suspensdo (Threlfall e Whitehead, 1988a).
Noutros ensaios, ainda, foi detectada a acumulacdo de rishitina e lubimina, em sec-
¢oes de tubérculo de batata, somente na presenga de glucanos extraidos de Phytoph-
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thora megasperma var sojae, P. cinnamomi e P. infestans (Lisker e Kuc, 1977,
Cline et al., 1978). Mais tarde, alguns autores (Preisig e Kuc, 1983; Kuc e Preisig,
1984; Kuc e Rush, 1985) verificaram que alguns destes glucanos, com ligagoes 1-
3, incluindo oligossacdridos extraidos do micélio de P. infestans, embora nao possu-
indo caracteristicas de elicitador, levaram a uma maior acumulacdo de sesquiterpe-
nos na batata, elicitados por determinados dcidos gordos. Por outro lado, e segundo
Zook e Kuc (1987), a producao de rishitina pela batata, na presenca do fungo Hel-
minthosporium carbonum, ndo parece ser devida a presenga dos dcidos araquidonico
e eicosapentaendico, uma vez que nao fazem parte da constitui¢ao quer da parede,
quer da membrana do fungo. A acumulagdo desta fitoalexina seria, assim, devida a
um estimulo quimico diferente (Zook e Kuc, 1987). Mais recentemente, outros au-
tores verificaram que determinadas holoproteinas, de baixo peso molecular, secreta-
das por diversas espécies de Phytophthora, elicitam a acumula¢ao de fitoalexinas.
Estas proteinas, que denominaram elicitinas, promovem a necrose das folhas do ta-
baco e induzem a acumulagao de proteinas relacionadas com patogénese e resistén-
cia a Phytophthora nicotianae (Huet e Pernollet, 1989; Ricci et al., 1989; Nespou-
lous et al., 1992; Zanetti et al., 1992). Além disso, elicitam a acumulagao de
capsidiol, em cultura de células em suspensdo de tabaco (Blein et al., 1991). Estas
proteinas diferem, porém, das proteinas elicitadoras, isoladas também de fungos
(Farmer e Helgeson, 1987; Nespoulous ef al., 1992). No caso das culturas de célu-
las em suspensdo de H. albus, a elicitagao induzida pelo micélio de P. cinnamomi e
pelas células de C. albicans nao parece dever-se a proteinas porquanto os micror-
ganismos foram previamente autoclavados. Assim, é de admitir que, em consequén-
cia da autoclavagem, tenha havido hidrdlise da parede celular, com a consequente
formagao de oligossacdridos, com actividade elicitadora.

Embora as culturas de células de H. albus tenham manifestado reaccdo aos pre-
parados obtidos quer de P. cinnamomi, quer de C. albicans, nos ensaios de elicita-
¢ao ulteriores, utilizou-se apenas C. albicans por apresentar um crescimento mais
rdpido e por isto permitir obter a quantidade de biomassa aprecidvel num curto peri-
odo de tempo.

A acumulacdo de metabolitos de stress (rishitina, lubimina e solavetivona) por
cultura de células em suspensao de S. ruberosum, infectados com fungo, ocorre
tanto nas c€lulas como no meio de cultura, embora com maior significado neste tl-
timo (Brindle er al., 1983). Comportamento semelhante foi verificado por Barz et
al. (1988b) em cultura de células de C. arietinum. Segundo estes autores, a liberta-
¢ao de metabolitos de stress, para o meio de cultura, parece ser uma caracteristica
das culturas de células vegetais.
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Com o objectivo de estabelecer um protocolo de extraccdo que permitisse obter
niveis elevados de metabolitos de stress, determinaram-se, em ensaios preliminares,
os teores de lubimina e 10-epilubimina, no meio de cultura e nas células de H. al-
bus, elicitadas ao segundo dia apds a repicagem e incubadas durante 48h e compara-
ram-se com os obtidos de culturas, mantidas nas mesmas condi¢des, mas em que a
extraccdo s foi efectuada apds sonicagdo das células no respectivo meio de cultura.
O teor em lubimina, encontrado no meio de cultura (21,25 umol/100 ml cultura) foi
muito semelhante ao obtido nos ensaios em que se procedeu ao rebentamento prévio
das células (21,73 umol/100 ml cultura). No que diz respeito a 10-epilubimina, o
seu teor era, no primeiro caso, inferior ao do segundo (4,32 umol/100 ml e
7,30 pmol/100 ml, respectivamente). Os niveis de lubimina (0,31 pmol/100 ml
cultura) e de 10-epilubimina (0,23 umol/100 ml cultura) registados nas células,
eram relativamente baixos. Face a estes resultados, nos ensaios subsequentés, a ex-
traccdo foi efectuada apds rebentamento prévio das células no meio de cultura.

2.1.2.2. A importancia da idade das culturas de células em suspensio e do
tempo de incubag¢do com o elicitador na acumula¢io de metabolitos de
stress

Em diversos sistemas estudados, a resposta ao elicitador, em termos, quer quali-
tativos, quer quantitativos, parece depender da fase de crescimento das células em
cultura (Eilert, 1987).

A adigao do elicitador (células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans) as cul-
turas de células em suspensdo de H. albus mantidas em meio MS, suplementado
com 20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/1 Kin, em intervalos de tempo regu-
lares e, portanto, em diferentes fases de crescimento provocou sempre acastanha-
mento das c€lulas, visivel logo ao fim de 6 horas. Concomitantemente, verificou-se
a acumulagao de lubimina e 10-epilubimina, como compostos principais, numa rela-
¢ao que variou entre 2 e 3. Relacao semelhante foi detectada por outros autores, em
batata infectada com Monilinia fructicola (Stoessl et al., 1978). Em muitos outros
sistemas, quer na planta quer em cultura de células, a acumulagdo de fitoalexinas
tem sido verificada poucas horas apds a adicao do elicitador (Chappell e Nable,
1987; Funk et al., 1987; Brindle er al., 1988; Edwards er al., 1991, Marinelli et
al., 1991).

As culturas de células de H. albus manifestaram resposta diferenciada ao trata-
mento com o elicitador, no que diz respeito ao tipo e teor de compostos acumula-
dos. A resposta inicial mais lenta foi observada nas culturas inoculadas aquando da
subcultura. Neste caso, teores mais elevados de lubimina e 10-epilubimina foram
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atingidos ao fim de 96 h de incubagdo. Em contraste, as culturas com 4 e 6 dias fo-
ram as que apresentaram a resposta inicial mais rdpida (Fig. 2.14 e 2.15).
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Fig. 2.14. Acumulagdo de lubimina nas culturas de células em suspensio de H. albus mantidas em
meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, em
diversos estddios de crescimento, elicitadas com 2 mg/ml células liofilizadas e
autoclavadas de C. albicans, ao longo do tempo.
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Fig. 2.15. Acumulagdo de 10-epilubimina nas culturas de células em suspensdo de H. albus mantidas
em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin, em di-
versos estddios de crescimento, elicitadas com 2 mg/ml células liofilizadas e autoclavadas
de C. albicans, ao longo do tempo.

Também na produgdo de shikonina, por cultura de células em suspensdo de Li-
thospermum erythrorhizon, Kim e Chang (1990) verificaram que as culturas elicita-
das durante a repicagem apresentavam uma resposta inicial mais lenta. Em todo o
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caso, a excepgdo das culturas com quatro dias e apenas para a lubimina, os teores
mdximos dos dois compostos foram inferiores aos das culturas elicitadas aquando da
subcultura. Estes resultados sugerem que as células tém um periodo inicial de adap-
tacdo ao meio de cultura e sé depois reagem a presenga do elicitador.

Os niveis mais elevados de lubimina e 10-epilubimina foram registados nas cultu-
ras inoculadas ao segundo dia apds a repicagem e incubadas durante 48 h. Pelo con-
trdrio, a menor acumulagdo de ambos 0s compostos foi verificada nas culturas com
8-14 dias (Fig. 2.14 e 2.15). Os niveis de hidratos de carbono eram, por esta altura,
cerca de 1/2 a 1/4 dos presentes no meio de cultura aquando da inoculagao (Fig.
1.3). Ora, sabendo-se que a biossintese de acetato e mevalonato, dois precursores
dos sesquiterpenos (Chappell e Nable, 1987; Brindle er al., 1988), é fortemente de-
pendente dos hidratos de carbono, a sua redu¢do para aqueles niveis pode ter de-
terminado a menor acumula¢do da lubimina e 10-epilubimina, verificada nestas
culturas.

Nas culturas de H. albus elicitadas do sexto ao décimo quarto dia apds a repica-
gem, os teores de lubimina e 10-epilubimina sofreram um declinio ao fim de 24 h
de incubagao. Nas restantes culturas, os niveis da lubimina e 10-epilubimina decli-
naram ao fim de 48-96 h de incubacdo (Fig. 2.14 e 2.15). Em qualquer dos casos,
os niveis dos dois compostos diminuiram acentuadamente com periodos de incuba-
¢ao prolongados (Fig. 2.14 e 2.15). A diminui¢ao dos niveis de fitoalexinas, associ-
ada a periodos de incubagdo prolongados, foi também verificada por outros autores
noutros sistemas (Chappell e Nable, 1987; Funk et al., 1987; Zook e Kuc, 1987;
Brindle et al., 1988; Edwards et al., 1991; Marinelli et al., 1991). Como as fitoa-
lexinas nao sao, necessariamente, produtos finais do metabolismo vegetal, a sua me-
tabolizagao pode explicar estes resultados. Vdrios sao os exemplos de biotransfor-
magao de fitoalexinas, pelas plantas, noutros metabolitos, geralmente, menos téxi-
cos (Vanetten er al., 1982; Zacharius et al., 1985). A adi¢do de capsidiol e deb-
neyol a culturas de células em suspensdo de Nicotiana tabacum ndo elicitadas, levou
a sua rdpida metabolizacdo (Threlfall ¢ Whitehead, 1988b). Também culturas de
calli e de células em suspensao de Solanum tuberosum biotransformaram a rishitina
exdgena em compostos nao identificados. Outro tanto ndo se verificou com a lubi-
mina. No entanto, nas culturas de células em suspensdo de soja, a lubimina foi re-
duzida a 15-dihidrolubimina (Zacharius et al., 1985). Existem também referéncias
de biotransformagao de solavetivona, rishitina e capsidiol exdgenos em derivados
hidroxilados por culturas de células de espécies diversas (Ishiguri er al., 1978; Sto-
thers er al., 1978; Zacharius e Kalan, 1984).

Nas culturas de H. albus elicitadas aos 0, 2 ¢ 4 dias apds a repicagem e incuba-
das durante 96 h, verificou-se a acumula¢ao de pequenas quantidades de solavetivo-
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na e rishitina. Nas culturas com 14, 16, 18 dias, a acumulacio de ambos 0s com-

postos, foi registada logo ao fim de 48 h de incubagdo (Tabelas 2.4 € 2.5). Como a

acumulagdo destes sesquiterpenos foi concomitante com a diminui¢dao dos teores de

lubimina e 10-epilubimina tudo indica que, pelo menos, parte da lubimina tenha si-

do metabolizada em rishitina. Com efeito, a bioconversao da lubimina em rishitina,

em tecidos de batata, é um dado adquirido (Murai et al., 1982). Por outro lado, a

presenga de solavetivona pode revelar uma supressao da biossintese da lubimina. Se-

gundo Threlfall e Whitehead (1988b) a solavetivona € um precursor da lubimina
(Fig. 2.16).
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Fig. 2.16. Biossintese da Solavetivona, lubimina e rishitina (Threlfall e Whitehead, 1988b).

Tabela 2.4. Acumulagio de solavetivona (umol/100 ml de cultura) nas culturas em suspensao de H.
albus mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e
1 mg/1 Kin, elicitadas com 2 mg/ml de células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans,
em diversos estddios de crescimento

0 dia 2 dias 4 dias 14 dias 16 dias 18 dias
48 h 0,22 0,00 0,00 3,78 3.72 474
96 h 0,83 0,39 3,76 0,00 - -
192 h 2,54 1,55 5,27 0,00 - -
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Tabela 2.5. Acumulagio de rishitina (tmol/100 ml de cultura) nas culturas em suspensao de H. albus
mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l
Kin, elicitadas com 2 mg/ml de células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans, em di-
versos estddios de crescimento

0 dia 2 dias 4 dias 14 dias 16 dias 18 dias
48 h 0,00 0,00 0,00 2,26 2,07 1,88
9 h 0,16 0,16 1,31 1,41 . - -
192 h 0,56 0,41 1,47 0,53 - -

E de realcar, no entanto, que nas culturas de H. albus elicitadas ao sexto, oitavo
ou décimo dia ap6s a repicagem nao se detectaram a solavetivona e a rishitina, pese
embora a diminui¢do dos niveis de lubimina e 10-epilubimina registados nas cultu-
ras incubadas por periodos longos. Embora estes resultados sejam de dificil explica-
¢do, podem denotar a biotransformagio da lubimina e 10-epilubimina em compostos
ndo identificados e/ou ndo detectados pelos métodos usados.

Para além dos sesquiterpenos ja referidos, algumas culturas acumularam também
compostos do grupo das acetofenonas, nomeadamente acetovanilona e acetosiringo-
na. Estes compostos foram detectados quer em culturas elicitadas na altura da repi-
cagem e incubadas durante 24 h, quer em culturas elicitadas a partir do décimo dia
apos a repicagem. Como nota de realce, refira-se que nas culturas ndo elicitadas,
com 14-18 dias, detectou-se também, para além das acetofenonas referidas, a hidro-
xiacetosiringona. O aparecimento das acetofenonas nao parece ter, contudo, qual-
quer relagdo com a elicitagdo, porquanto a sua presenca foi detectada em culturas
ndo elicitadas. Os niveis de acetovanilona, acetosiringona e hidroxiacetosiringona
foram, nas culturas ndo elicitadas, geralmente, superiores aos das culturas elicita-
das, atingindo valores médximos da ordem de 49, 167 e 270 ug/100 ml cultura de
células, respectivamente. A acumulagao da acetosiringona foi também referida por
" Threlfall e Whitehead (1988b) em cultura de Nicoriana tabacum elicitadas com celu-
lase. Recentemente, Borg-Olivier e Monties (1993) detectaram acetofendis, nomea-
damente vanilina, p-hidroxibenzaldeido, dcido vanilinico, dcido p-cumdrico, dcido
fertlico e siringaldeido, em rodelas de batata, apds 14 dias de seccionamento. A
presenga de acetofenonas em cultura de células de H. albus nao elicitadas, em niveis
superiores aos das culturas elicitadas pode explicar-se pelo facto de, no primeiro ca-
S0, as culturas se encontrarem mais activas do ponto de vista metabdlico, apesar de,
algumas destas culturas, estarem jd em fase estaciondria. Com efeito, Stachel er al.
(1985) verificaram que nas culturas de raizes transformadas de Nicotiana tabacum,
a acumulagdo de acetosiringona e hidroxiacetosiringona era mais significativa nas
culturas em que havia danificagdo celular mas também maior actividade metabdlica.

Reconhecida que € a producao de acetofenonas por diversos membros das Sola-
naceae, quer em resposta a ferimentos (Spencer e Towers, 1991), quer quando man-
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tidas em cultura, tudo indica que a sua acumulacdo € uma caracteristica geral das
espécies pertencentes a esta familia, em resposta a condigdes de stress.

2.1.2.3. Influéncia da concentragido do elicitador na acumulacio de lubimina e
10-epilubimina pelas culturas de células em suspensao

A concentragdo de elicitador, fornecida a uma cultura de células vegetais, afecta
profundamente a acumulagao de metabolitos de stress. De um modo geral, conside-
ram-se dois tipos de curvas de resposta em funcdo da concentragao de elicitador ad-
ministrado: uma das curvas apresenta a forma tipica de saturagao, em que uma so-
bredosagem do elicitador ndo provoca efeitos adversos, ou seja, nao se regista uma
diminuicdo dos teores de metabolitos de stress acumulados. A outra, mais frequente,
apresenta um valor éptimo bem nitido de elicitador, acima do qual a concentragao
de metabolitos de stress acumulado diminui. Em muitos casos, quando se utilizam
preparacdes de elicitador nao purificado, registam-se dois valores 6ptimos, perten-
cendo, cada um deles, a um elicitador diferente, presente no extracto usado (Eilert,
1987). Exemplos do primeiro tipo de curva sao os descritos por Davis et al. (1993),
na acumulagdo de fitoalexinas por cultura de células de Gossypium hirsutum, elici-
tadas com um preparado obtido de Verricillium dahliae 277. Exemplos do segundo
tipo de curva foram descritos por Dixon er al. (1981). Estes autores verificaram
existir concentragdes Optimas diversas, de um elicitador nao purificado, obtido a
partir das paredes celulares do fungo Colletotrichum lindemunthianum, para a indu-
¢a0 da fenilalanina aménia liase e flavanona sintase, em culturas de células em sus-
pensdo de Phaseolus vulgaris. Resultados idénticos foram obtidos por Brodelius
(1988) e Funk er al. (1987) na acumulagao de berberina por culturas de células de
Thalictrum rugosum, elicitadas com glucanos; e por Tyler e al. (1989), na acumu-
lagcao de sanguinarina em cultura de c€lulas de Papaver somniferum L., elicitadas
com Botrytis.

Em H. albus, os niveis mais elevados de lubimina foram registados nas culturas
elicitadas com 0,4 mg de células liofilizadas e autoclavadas de C. albicans / ml de
cultura em suspensao (Fig. 2.17). Quanto a 10-epilubimina, registaram-se dois valo-
res optimos (0,4 e 3 mg/ml) (Fig. 2.17). Estes resultados podem ficar a dever-se a
presenga, no extracto bruto, de diversos compostos elicitadores activos capazes de
induzir diferentes formas das enzimas envolvidas na sintese e epimerizagdo da lubi-
mina.

Os nossos resultados apontam claramente para a necessidade de se determinar,
para cada cultura de células vegetais, a concentracdo dptima do elicitador.
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Fig. 2.17. Acumulagio de lubimina e 10-epilubimina nas culturas de células em suspensao de H. al-
bus, mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e
1 mg/1 Kin, com dois dias, na presenga de diversas concentragdes de células liofilizadas e
autoclavadas de C. albicans e ao fim de 48 h de incubagao.

2.1.2.4. Influéncia do acetato e farnesol, adicionados as culturas de células em
suspensao, na acumulag¢io de fitoalexinas sesquiterpénicas

As enzimas do metabolismo secunddrio nao apresentam, por vezes, taxas maxi-
mas de catdlise devido a insuficiéncia, entre outros, de precursores e cosubstratos
indispensdveis a biossintese dos compostos em estudo. Neste contexto, a adi¢do de
determinados precursores, ao meio de cultura, pode obviar a essas limitacoes e de-
terminar um aumento da sintese e acumulagdo de metabolitos secunddrios de interes-
se.

Embora se tenha verificado em tecidos ou em cultura de células vegetais, nomea-
damente de N. tabacum e S. tuberosum, a incorporacdo de 14C, proveniente quer de
acetato quer de mevalonato, nas fitoalexinas sesquiterpénicas por elas produzidos
(Shih e Kuc, 1973; Stoessl et al., 1978; Coolbear e Threlfall, 1985; Brindle er al.,
1988; Stermer e Bostock, 1987), nas culturas de células em suspensao de H. albus,
mantidas em meio MS, suplementado com 20 g/l de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e
1 mg/1 Kin e elicitadas com 2 mg/ml de células liofilizadas e autoclavadas de C. al-
bicans, a administracao de acetato de sédio, quer antes, quer aquando da adicao do
elicitador nao levou a uma maior acumulagdo de lubimina e 10-epilubimina. Os nos-
sos resultados podem ficar a dever-se a uma utilizagao do acetato no ciclo dos 4ci-
dos tricarboxilicos e/ou outras vias do metabolismo primdrio. Segundo Shih e Kuc
(1973), a incorporagdo do 14C proveniente do mevalonato era superior ao do prove-
niente do acetato.
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Embora Brindle et al. (1988) tenha verificado um aumento da concentrac¢ao final
de fitoalexinas acumuladas nas culturas de células de S. ruberosum, elicitadas com
fungo, na sequéncia da administracao quer de mevalonato, quer de acetato, verifica-
ram também que o 4cido mevaldnico era a maior e a unica fonte de carbono utiliza-
da na sintese para a sintese de fitoalexinas.

A adigdo de farnesol, as culturas de H. albus, na auséncia de elicitador, nao le-
vou acumulacdo de lubimina, 10-epilubimina, solavetivona ou rishitina. Nestas cul-
turas, a sua presenga promoveu o acastanhamento e morte celulares. Por outro lado,
a adigao do farnesol, quer 48h antes da elicitagao, quer na altura da adigao do elici-
tador, levou a uma diminui¢ao dos niveis de lubimina e 10-epilubimina. Além dis-
0, no primeiro caso, os valores encontrados (9,07 e 3,23 umol/100 ml, respectiva-
mente) eram inferiores aos do segundo (17,46 e 5,46 umol/100 ml, respectivamen-
te). Face a estes resultados ser-se-ia levado a pensar que o farnesol ndo era um pre-
cursor eficiente da sintese da lubimina e 10-epilubimina, contrariando o estabelecido
por outros autores, que verificaram ser o farnesilpirofosfato um precursor dos ses-
quiterpenos (Stoessl, 1982; Kuc e Rush, 1985; Brindle er al., 1988). Por outro la-
do, Henfling er al. (1980) verificaram que, em secgdes de batata, elicitadas com P.
infestans, os niveis de lubimina eram, na presenca de farnesol, vinte e sete vezes su-
periores aos registados na sua auséncia. Assim, a menor acumulagdo da lubimina e
da 10-epilubimina verificada nas culturas de H. albus pode dever-se, essencial-
mente, a elevada fitotoxicidade do farnesol. Esta hipdtese € apoiada pelos baixos
teores de lubimina e 10-epilubimina detectados nas culturas em que a adic¢ao de far-
nesol foi efectuada aquando da repicagem e elicitadas ao fim de 48 h. Diversos mo-
no- e sesquiterpenos produzidos ou adicionados a culturas de células tém revelado
grande toxicidade (Charlwood e Brown, 1988; Fowler e Stafford, 1992).

175



Hyoseyamus albus

IV. RESUMO E CONCLUSOES

A resisténcia das plantas a doenga envolve mecanismos diversos € complexos que
vao desde a formagao de calose e lenhina até a producdo de fitoalexinas, metabolitos
de stress de baixo peso molecular, com largo espectro antibiético.

As culturas de células vegetais tém sido consideradas como fontes potenciais para
a obtengdo de metabolitos com interesse, constituindo, ainda, sistemas tteis para
estudar os processos de elicitacao além das reacgoes bioquimicas envolvidas na bios-
sintese das fitoalexinas. A utilizacdo de elicitadores aliada a selec¢dao de linhas alta-
mente produtoras € manipulagdo das condigdes de cultura tém sido estratégias se-
guidas na tentativa de produzir compostos que dificilmente seriam obtidos por sin-
tese quimica ou fermentacao microbioldgica.

A acumulagao de metabolitos de stress sesquiterpendides por culturas de células
de Solanaceae tem sido intensamente investigada. Vdrios sesquiterpenos oxigenados
tém sido isolados a partir de culturas de células elicitadas, quer de batata, quer de
tabaco, quer ainda de pimentdo. Tais compostos, nomeadamente 0 noreudesmano
rishitina, o vetispirano lubimina, seco-eudesmano fituberol e fituberina e o eremofi-
lano capsidiol, foram também isolados de plantas pertencentes as Solanaceae € a sua
presenca correlacionada com mecanismos de defesa a agentes patogénicos.

Neste capitulo, consideraram-se as seguintes dreas de estudo:

1) Obtengao e caracterizacao das condi¢oes de crescimento das culturas de células
em suspensao de H. albus e 2) Influéncia da idade da cultura, da concentragao e
tempo de incubag¢do com elicitador bidtico e da adi¢ao de precursores na acumula-
¢do dos metabolitos secunddrios de stress em culturas de células em suspensio de H.
albus.

1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS CONDICOES DE CRESCI-
MENTO DAS CULTURAS DE CELULAS EM SUSPENSAO DE H.
ALBUS

Os calli fridveis foram obtidos a partir da desdiferenciacdo de segmentos de hi-
pocdtilos de H. albus em meio MS sdlido, suplementado com 20 g/l de sacarose,
0,5 mg/1 2,4-D e 1 mg/l Kin ou 1 mg/1 2,4-D e 1 mg/l Kin. Estes calli foram utili-
zados na obtengédo de culturas de células em suspensdo em meio MS liquido, suple-
mentado com 20 g/I de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin. Nas culturas de cé-
lulas em suspensdo testaram-se a concentracdo de indculo, a concentracdo de saca-
rose e suplementacdo hormonal mais eficazes para o crescimento celular. Nestes es-
tudos, os registos s6 foram efectuados depois de estabilizar as culturas, nas novas
condi¢des, durante pelo menos 3-4 repicagens. A concentragao de inéculo que indu-
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ziu melhor crescimento foi 2,5 g (p. f.)/50 ml. Concentragdes muito baixas (10 g/1)
ou muito altas (80 g/1) de sacarose determinaram menor crescimento, tendo-se re-
gistado tempos de duplicacdo de 62 e 60 h, respectivamente, em contraste com as
culturas suplementadas com 40 g/l de sacarose, onde se registaram tempos de
duplicacdo de 48 h. De entre as duas auxinas ensaiadas (2,4-D e NAA) s6 o 2,4-D
permitiu manter a viabilidade e o crescimento celulares das culturas de células em
suspensao de H. albus.

Nas culturas de células em suspensdo, mantidas em meio MS, suplementado com
20 g/1 de sacarose, 0,5 mg/l 2,4-D e 1 mg/l Kin procedeu-se ao estudo da
mobilizagdo de amoénio, nitrato e hidratos de carbono do meio de cultura, durante o
ciclo de crescimento celular.

O amonio do meio de cultura foi consumido intensamente desde a inoculagao até
ao inicio da fase estaciondria de crescimento. Em relagdo ao nitrato, a sua concen-
tracdo no meio de cultura manteve-se praticamente constante até ao inicio da fase
estaciondria. A partir dai, decaiu abruptamente, o que coincidiu com o atingir dos
niveis mais baixos de aménio. Nestas culturas ndo se verificou a deplecdo total do
amonio e do nitrato do meio de cultura, mesmo em fase estaciondria tardia.

A sacarose do meio de cultura, das células em suspensiao de H. albus, foi
hidrolisada em glucose e frutose, desaparecendo quase totalmente, ao fim de 10
dias. Estas culturas pareceram revelar alguma preferéncia pela glucose porquanto
foi consumida primeiro do que a frutose. O consumo rdpido da frutose verificou-se
quando, praticamente, ndo existia glucose no meio. A exaustdo dos hidratos de
carbono do meio de cultura coincidiu com o atingir da fase estaciondria de cresci-
mento.

2. INFLUENCIA DA IDADE DA CULTURA, DA CONCENTRACAO DE
ELICITADOR E DA ADICAO DE PRECURSORES NA ACUMULACAO
DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE STRESS

Os metabolitos de stress (lubimina, 10-epilubimina, rishitina e solavetivona) pro-
duzidos pelas culturas de células em suspensao de H. albus, foram identificadas por
cromatografia gés-liquido acoplado a espectrometria de massa, ressonancia magnéti-
ca nuclear de protao, ultravioleta e testes cromogénicos. Os tempos de retengao e os
espectros de massa foram comparados com os de amostras auténticas.

As acetofenonas, presentes nos extractos, foram caracterizadas por cromatografia
gds-liquido acoplado a espectrometria de massa e os espectros de massa obtidos
comparados com os descritos na literatura.

As culturas de células em suspensdo de H. albus em inicio de fase estaciondria,
tratadas com diversos elicitadores apresentaram resposta diversa. Quer o micélio au-
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toclavado e liofilizado de Phytophthora cinnamomi, quer as células autoclavadas e
liofilizadas de Candida albicans levaram a acumulag¢@o de lubimina e 10-epilubimi-
na, como principais metabolitos de stress, além de pequenas quantidades de solave-
tivona e rishitina. Estes compostos acumularam-se, fundamentalmente, no meio de
cultura. A celulase, um outro elicitador utilizado em ensaios preliminares, nao in-
duziu a acumulagdo de qualquer dos metabolitos referidos.

A acumulagao da lubimina, 10-epilubimina, solavetivona e rishitina foi fortemen-
te influenciada pelo estddio de crescimento das culturas, pelo tempo de incubagéo e
concentracao de elicitador. Os teores mais elevados de lubimina e 10-epilubimina
foram registados em culturas inoculadas dois dias apds a repicagem e incubadas du-
rante 48 h com células autoclavadas e liofilizadas de Candida albicans. Em con-
traste, os niveis mais baixos foram detectados em culturas com 8-14 dias de subcul-
tura. Os niveis de ambos os compostos decresceram, ainda, substancialmente com
tempos de incubagdo prolongados. Nas culturas elicitadas ao 6° - 14° dias apds a
repicagem, a quantidade de lubimina e 10-epilubimina comegou a decrescer ao fim
de 24 h de incubacdo, enquanto, nas restantes culturas, tal so se verificou ao fim de
48 ou 96 h. Estes resultados podem revelar uma biotransformagao destes compostos
em metabolitos geralmente menos téxicos.

Nas culturas elicitadas aquando da repicagem ou ao 2°, 4° e 14° dias detecta-
ram-se ainda, pequenas quantidades de solavetivona e rishitina, 96 h apds a in-
cubagdo. J4 nas culturas elicitadas ao 16° e 18° dias ambos os compostos foram de-
tectados logo ao fim de 48 h de incubagdo. De realgar que, as culturas tratadas ao
6°, 8° ou 10° dias ndo acumularam solavetivona e rishitina, qualquer que fosse o
tempo de incubagdo (0, 12, 24, 48, 96 ou 192 h).

As culturas elicitadas ao décimo dia apds a repicagem acumularam acetovanilona
e acetosiringona. Estes compostos apareceram também nas culturas inoculadas na
altura da repicagem, apds 24 h de incubacdo. Além destas acetofenonas, detectou-
se, também, nas culturas elicitadas ao 14°-18° dias, a hidroxiacetosiringona. Qual-
quer das trés acetofenonas foi detectada nas culturas nao elicitadas, com 14-18 dias.
Os teores da acetovanilona, acetosiringona e hidroxiacetosiringona foram, geralmen-
te mais elevados nas culturas ndo elicitadas, atingindo valores da ordem de 49, 167
e 270 pg/100 ml, respectivamente.

A concentragdo de elicitador, que induziu maior acumulagido da lubimina e 10-
epilubimina foi 0,4 mg de células autoclavadas e liofilizadas de C. albicans/ml de
cultura de células em suspensdo de H. albus. Na acumulagdo da 10-epilubimina fo-
ram encontradas duas concentragdes 6ptimas (0,4 e 3 mg/ml).

A adigdo de acetato de sédio e farnesol, as culturas de células em suspensdo de
H. albus, tratadas com C. albicans, dois precursores de compostos sesquiterpénicos,
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ndo permitiu obter maior acumulagao da lubimina e 10-epilubimina. Pelo contrdrio,
a concentracdo de farnesol (25 ul/50 ml) utilizada reduziu a viabilidade celular e in-
duziu menor acumulagao daqueles compostos. '
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IV. SUMMARY AND CONCLUSIONS

Plant disease resistance involves different and complex mechanisms such as cal-
lose formation, lignification and phytoalexin production. Phytoalexins are a diverse
group of stress secondary metabolites of low molecular weight with a broad anti-
biotic activity.

Plant cell cultures have been regarded as potential sources for useful secondary
metabolites and proved to be useful systems for studies on elicitation process and on
biochemical reactions involved in phytoalexin biosynthesis. This method along with
the selection of high yielding strains and manipulation of culture conditions have
been used in an attempt to obtain those compounds hardly produced by chemical
synthesis and / or microbiological fermentation.

Accumulation of sesquiterpenoid stress metabolites in cell cultures from members
of the Solanaceae has been investigated. Several oxygen-containing sesquiterpenoids
have been isolated from elicitor-induced potato, tobacco or pepper cell cultures.
Such compounds, namely the noreudesmane rishitin, the vetispirane lubimin, the
seco-eudesmanes phytuberol and phytuberin and the eremophilene capsidiol, were
also isolated from plants within the Solanaceae and their presence correlated with
the defence mechanisms to the pathogen agents.

In this chapter, the following topics considered were:

1) Establishment and characterisation of cell growth pattern of suspension cultures
of Hyoscyamus albus and 2) Influence of the cell growth stage, the incubation time
with the elicitor, elicitor concentration and the addition of precursors on the ac-
cumulation of stress secondary metabolites.

1. OBTAINMENT AND CHARACTERISATION OF THE GROWTH CONDI-
TIONS OF CELL SUSPENSION CULTURES OF H. ALBUS

Friable calli were obtained from dedifferentiated hypocotils of H. albus in MS
basal medium, supplemented with 20 g/1 sucrose, 0.5 mg/1 2,4-D and 1 mg/1 Kin or
1 mg/1 2,4-D and 1 mg/l Kin. These calli were used for establishment of cell sus-
pension cultures in MS liquid medium, supplemented with 20 g/1 sucrose, 0.5 mg/1
2,4-D and 1 mg/1 Kin.

The cell growth was followed by the dissimilation method in cultures maintained
in MS basal medium assayed for different inoculum densities, sucrose concentration
and hormonal regulation. The assays were performed with cultures previously
stabilised in the new conditions for at least, 3-4 subcultures. The best growth was
attained with an inoculum concentration of 2.5 g/l (f. w.) / 50 ml. Low (10 g/1) or
high sucrose concentrations (80 g/l) were responsible for the worst growth, with
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doubling times of 62 and 60 h, respectively, in contrast to cultures supplemented
with 40 g/1 sucrose, that showed 48 h doubling time. Of the auxin tested, only 2,4-
D sustained cell growth and viability.

Cell suspension cultures of H. albus maintained in MS basal medium, supple-
mented with 20 g/l sucrose, 0.5 mg/1 2,4-D and 1 mg/l Kin were used to perform
the study on the ammonium, nitrate and carbohydrates mobilisation from the culture
medium, during the cell growth cycle. '

Ammonium was constant and rapidly consumed from the culture medium soon
after the inoculation until the early stationary phase. Nitrate concentration remained
almost constant until the early stationary phase. By this time, a deep decrease was
observed, that was coincident with the lower levels of ammonium in the medium.
Both nutrients were not completely depleted from the culture medium, even in the
late stationary phase.

Sucrose of the culture medium, was hydrolysed into glucose and fructose, and its
concentration was negligible after ten days of subculture. In these cultures, glucose
was the first monossacharide to be mobilised. A rapid consumption of fructose was
observed only when low levels of glucose were present in the medium. The carbo-
hydrate exhaustion from the medium was coincident with the beginning of the
stationary phase.

2. INFLUENCE OF THE CELL GROWTH STAGE, THE INCUBATION
TIME WITH THE ELICITOR, ELICITOR CONCENTRATION AND THE
ADDITION OF PRECURSORS ON THE ACCUMULATION OF STRESS
SECONDARY METABOLITES

The stress metabolites lubimin, 10-epilubimin, rishitin and solavetivone accumu-
lated in cell suspension cultures of H. albus were identified by GC-MS, 1H-NMR,
UV and chromogenic tests. Retention times and mass spectra of the compounds pre-
sent in the extracts were compared with those of authentic samples.

Acetophenones were only characterised by GC-MS and the mass spectra were
compared with those reported in the literature or with the corresponding reference
compounds when available.

Cell cultures of H. albus in early stationary phase showed a differential response
to elicitor treatment. Either freeze dried Phyrophthora cinnamomi autoclaved myce-
lium or freeze dried Candida albicans autoclaved cells induced the accumulation of
lubimin and 10-epilubimin as main stress metabolites along with small amounts of
solavetivone and rishitin. Both compounds mainly accumulated in the culture me-
dium. Cellulase, another elicitor used in preliminary assays, does not induce accu-
mulation of any of the reported metabolites.
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The accumulation of lubimin, 10-epilubimin, solavetivone and rishitin was in-
fluenced by the cell growth stage, incubation time and elicitor concentration. The
higher accumulation of lubimin and 10-epilubimin was recorded two days after sub-
culturing and after incubation for 48 hr with freeze dried Candida albicans auto-
claved cells. In contrast, the lower accumulation of these compounds occurred in 8-
14-day-old-cultures. The levels of both compounds decreased markedly with pro-
longed incubation. In elicitor-treated 6-14-day-old cultures, the amount of lubimin
and 10-epilubimin started declining 24 hr after incubation while in all the other
cultures, such decline was only observed 48 or 96 hr after incubation. These results
suggest a biotransformation of such compounds into less toxic metabolites.

In this work, 0-, 2-, 4- and 14-day-old cultures also accumulated small amounts
of solavetivone and rishitin, 96 hr after incubation with freeze dried C. albicans au-
toclaved cells, while 16-, and 18-day-old cultures accumulated both compounds
earlier (48 hr after incubation). It is noteworthy that 6-, 8- and 10-day-old cultures
did not accumulate solavetivone and rishitin in any assayed incubation time (0, 6,
12, 24, 48, 96 and 192 hr).

Cell cultures elicited on the 10th day after subculturing accumulated acetovanil-
lone and acetosiryngone. These compounds also appeared in cultures inoculated at
the time of subculturing and incubated for 24 hr with freeze dried C. albicans
autoclaved cells. In addition to acetophenones, hydroxyacetosiryngone was also
detected in 14-18-day-old elicitor-treated cultures. All the acetophenones reported
above were also detected in the extracts from 14-18-day-old untreated cultures. The
levels of acetovanillone, acetosiryngone and hydroxyacetosiryngone were, in ge-
neral, higher in untreated cultures than in elicitor-treated ones, attaining values up
to 49, 167 and 270 png/100 ml cell culture, respectively.

In elicitor-treated cells of H. albus, maximum lubimin accumulation occurred
with 0.4 mg C. albicans autoclaved cells/ml suspension culture. For 10-epilubimin
two optima values (0.4 mg/ml and 3 mg/ml) were found.

The addition of sodium acetate and farnesol, two precursors of sesquiterpenoid
metabolites, to the 2-day-old cultures of H. albus incubated for 48 hr with freeze
dried C. albicans autoclaved cells, did not allow an increase in lubimin and 10-
epilubimin accumulation. On the contrary, the farnesol concentration used
(25 p1/50 ml) reduced the cell viability and the accumulation of both compounds.
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D. Perpectivas futuras

As plantas possuem mecanismos sofisticados de defesa contra microrganismos,
sintetizando de novo para tal, compostos com actividade antimicrobiana, a que se
deu o nome de fitoalexinas. Estes compostos tém-se revelado, no entanto, menos
eficazes do que os fungicidas sintéticos e a sua actividade restringe-se ao local da in-
feccdo. Por estas razdes, as fitoalexinas nao tém sido, até hoje, aplicadas nas
Indistrias Farmacéutica ou na Agricultura. Estes factores ndo devem constituir, no
entanto, um entrave ao prosseguimento do estudo das reacgdes bioquimicas
envolvidas na sua formagao.

As culturas de células vegetais em suspensdo, ao revelarem-se sistemas pouco

complexos, tém vindo a ser utilizadas em diversos estudos de natureza bioquimica e
de Biologia Molecular, nomeadamente no esclarecimento das vias biossintéticas de
vdrios metabolitos secunddrios, nos quais se incluem as fitoalexinas. Embora no
presente trabalho se tenham atingido os objectivos inicialmente propostos, importard
esclarecer no futuro alguns pontos que ficaram em aberto. Assim:
1) Nas culturas de células em suspensao de O. natrix, importa esclarecer qual ou
quais os factores que levam a uma maior acumulacdo da medicarpina € da maac-
kiaina, relativamente a planta na Natureza. A serem factores de stress, inerentes ao
meio de cultura, hd que identificd-los, bem como aos factores que levam a que,
nuns casos, a acumulagao dos pterocarpanos se verifique essencialmente em fase
estaciondria adiantada (ao fim de 30 dias, por exemplo) e noutros, seja ao longo de
todo o crescimento das culturas, sem que isso afecte o crescimento celular.

2) Determinar qual ou quais os factores que levam a que as células em
determinadas circunstancias sintetizem preferencialmente fendis da parede celular,
em detrimento da sintese dos pterocarpanos. O esclarecimento de algumas destas
questdes pode passar pelo estudo simultdneo da acumulacdo dos pterocarpanos e da
actividade das enzimas dos metabolismos primdrio e secunddrio, mais de perto
envolvidas na sintese destes compostos.

3) Nas culturas de células em suspensao de Hyoscyamus albus, importa esclare-
cer o que determina a acumulacdo das acetofenonas, em apenas algumas culturas,
elicitadas ou n3o.

4) Estudar a acumulacdo dos metabolitos de stress lubimina, 10-epilubimina, so-
lavetivona e rishitina em condi¢des nutricionais € hormonais diversas.

5) Estudar a acumulacdo dos metabolitos de stress na presenca de concentracdes
diversas de precursores, nomeadamente de farnesilpirofosfato.
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Apéndice

F Apéndice

Para além do equipamento referido nos capftulos "MATERIAL E METODOS" foi,

ainda, utilizado:

- Autoclave Hirayama Mana Corp. modelo HL 36 Ae.

- Estufa Elektro Helios.

- Estufa Memert tipo U50.

- Bancada de fluxo laminar Gelaire Laminar air flow Class 100.

- Agitadora orbital Pilot-Shake System Kuhner RC-6-U.

- Potenciémetro Crison Digit 501 pH/mV.

- Liofilizador Alpha I-5 (Christ).

- MicroscOpio 6ptico Leitz Wetzlar.

- Microscdpio de epi- fluorescéncia Leitz-Wetzlar SM-Lux com filtro BG-12.

- Balanga Mettler Type BS, gama 0-200 g, precisdo 0,1 mg.

- Balanga Sartorius L 420S-*RC, gama 0-420 g, precisio 1 mg.

- Bomba de vdcuo Waters Millipore, tipo DOA-V130-BN.

- Centrifuga MSE.

- Sonicador LAbsonicU, da Braun.

- Spectronic Bausch e Lomb 21.

- Cromatégrafo HPLC acoplado a um detector matriz de dfodo Waters, tipo LCD 725,
com um sistema de bombas modelo 510 da Waters e um controlador automdtico de
gradiente Waters.

- Cromatégrafo HPLC constitufdo por uma bomba LKB, modelo Bromma; um detector
de fndice de refraccdo LKB 2142, modelo Bromma; um controlador de fluxo LKB
2152, modelo Bromma, um regulador de temperatura Millipore Waters, modelo TCM
e um forno Waters, acoplado a um integrador Hewlett Packard, modelo 3390A.

- Evaporador rotativo RE-51 Yamato, com banho de dgua BM-51.
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