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ABREVIATURAS

AIA: 4cido indol-acético.

ATB: 4cide indol-butirico.

ANA: foido naftalenoacetico.

BS: composicio salina basica do meio descrito por Gamborg ef al. (1968) para cultive de
células de soja.

B5/2: composicio salina basica do meio B5 com a concentraglio ongmal dos
macronutrientes reduzida 4 metade.

BA: 6-benzilademina.

CCD: cromatografia de camada delgada.

CG/DIC: cromatografia gasosa acoplada com detector de ionizagio de chamas.

CG/EM: cromatografia gasosa acoplada 4 espectrometria de massas.

cpm: contagem por minuto.

CPQBA: Centro Piuriﬁiscipiinax de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas localizado
em Paulima/SP.

CTAR: Cetyltrimethil ammonium bromide.

dCTP: deoxicitidina trifosfato.

DNA.: 4cido desoxiribonuciéico.

EDTA: etilenc diamina tetra acético.

FPP: farnesil pirofosfato.

GA; : acido giberélico.

IPP: Isopentenil pirofostato.

Kpb: kilo pares de base (1 Kpb = 1000 pb - pares de bases).
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LB: composigdo do meio de cultura “Luria Bértani” para cultivo de bactérias

Escherichia coll.

MA: meio de cultura de sustentagBio composto de dgua e agar utilizado para o cultivo das
mini-estacas de A annua o inoculadas (controle) e inoculadas com 4. rhizogenes.
MEDIFLANT: Centre de Recherches sur les Plantes Médicinales et Aromatiques, Suica.
MS: composigo salina basica do meio descrito por Murashige & Skoog (1962) utilizado
para Nicotiana tabacum acrescido de 30 g/L de sacarose (MS liquido) e solidificado com
& g/L. de Bacto-agar (MS sélido).

MS/2: composi¢do salina bdsica do meio MS com a concentragio original dos
macronutrientes reduzida 4 metade.

WNAD: nicotinamida adenina dinucleotideo.

NADH: mcotinamida adenina dinucleotideo reduzida.

pRi: plasmideo do Agrobacterium rhizogenes.

RF: Fator de retencio que exprime a razio entre a distAncia percorrida pelos compostos e a
distancia percorrida pela fase movel (eluente) nas cromatoplacas de CCD.

RNA: acido ribonucléico,

RNase: ribonuclease.

SDS: sodio dodeci! suifato,

S8C: sodio sarcocil citrato,

T-DNA: regido do plasmideo que é transferida para a planta, apés a integragio no genoma
vegetal {DNA transferido).

TIBA: acido triiodobenzdico 2, 3, 5.

Tris-HCl:tris (hidroximetil aminometano hidroclorido.

Tris:tris (hidroximetil) aminometanc.
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UNICAMP: Umiversidade Estadual de Campinas, Campinas, Sdo Paulo, Brasil.
USP: Umversidade de S3o Paulo, S8o Paulo, Brasil,
White: composi¢do salina basica do meio descrito por White, 1943, utilizado para o

crescimento de raizes de tomate.
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RESUMO GERAL

As plantas do género Artemisia se constituem numa rica fonte de sesquiterpenos, os quais
tém recebido grande atencfio dos pesquisadores devido a sua diversidade quimica e biolégica.
A continua investigacBo da presenca de compostos secundarios de interesse bem como de
protocolos eficientes pata a viabilizaglio e otimizacfo da produgfo em larga escala dos
mesmos s8o0 extremamente recomendados ¢ necessarios para a exploracio desta rica fonte de
novos agentes quimioterapéuticos € agriculturais. A plania alvo deste estudo foi o hibrido
CPQBA 2/39 x PL5 da espécie Arfemisic annua, o qual foi obtido pelo programa de
melhoramento genético da MEDIPLANT e do CPOBA Com a finalidade de se manter
algumas caracteristicas desejaveis deste genoOtipo superior, tais como alta produgiio de
biomassa e de artemisinina, um sesquiterpeno com a¢io antimalarica, o presente trabatho teve
inicio a partir de um Unico explante meristematico, o qual foi excisado de uma unica planta
matriz do hibrido methorado cultivada nos campos experimentais do CPQBA. Apds o
desenvolvimento do explante meristematico selecionado, este foi micropropagado até a
obtengio de um banco de material homogéneo i vitro com niimero adequado de plantas
sadias, as quais serviram como fontes de explantes para os experimentos posteriores. Foram
desenvolvidas metodologias para a iniciagio, estabelecimento e cultivo de raizes tanto normais
como transformadas com duas cepas de Agrobacterium rhizogenes (15834 e 8196). A
confirmacgfo do carater transgénico das raizes fol obtida por “Dot Blot”, um método rapido e
eficiente de friagem que permitiv uma analise molecular qualitativa. Estudos relacionados com
a formacdo de calos € a morfogénese in vitro das raizes transformadas obtidas com ambas as
cepas também foram realizados. Os extratos dos materiais vegetais foram analisados por
cromatografia gasosa acoplade a um espectrometro de massas (CG/EM) de acordo com

metodologia analitica e de alta sensibilidade para detecgfio de terpenos que foi desenvoivida



por pesquisadores do CPOBA/UNICAMP. Os extratos dos calos obtidos bem como das raizes
transformadas e normais estabelecidas e cultivadas em diferentes meios de cultura e sobre
diferentes condigbes foteperiédicas foram analisados quimicamente para a avaliagiio de alguns
terpenos de interesse, tais como: artemisinina e 4cido artemisininico, além de dois outros
compostos com forte anvidade amtiulcerogénica: dihidro-epideoxi-artenuina B e
deoxiarternisinina. Os resultados destas andlises revelaram que nenhum dos terpenos
mencionados estavam presenies nos extratos dos calos e das raizes transformadas analisadas,
Os cromatogramas dos extratos das raizes normais cultivadas em meio MS liquido desprovido
de fitorreguladores revelaram a presenga do composto antiulcerogénico dihidro-epideoxi-
artenuina B e de um outro composto ainda ndo identificado. Pelas caracteristicas do padrio de
fracionamento do espectro obtido por CG/EM, podemos sugerir gue este composto ndo
identificade ¢ tambeém um terpeno, no entanto a confirmagio desta hipétese devers ser
objetivo de trabalhos futuros. As condi¢des fotoperiddicas de cultivo influenciaram na
produglo destes dois terpenos, sendo que a producdio do composto ndo identificado foi
inversamente proporcional 4 produgio de dihidro-epideoxi-artenuina B, ou seija, sob condicio
de escuro continuo, quando dihidro-epideoxi-artenuina B foi intensamente produzido, o
composto ndo identificado foi detectado em pequenas proporgdes, e, sob fotoperiodo de 16
horas, o inverso ocorren. A quantificagfio de dihidro-epideoxi-artenuina B por Cromatografia
gasosa acoplado a um Detector de Ionizagio de Chamas (CG/DIC) revelou um aumento de
aproximadamente cinco vezes na produgio deste composto pelas raizes normais cultivadas sob
condigdo de escuro continuo em relagdo as raizes cultivadas na presenca de 16 horas de luz. A
presenga de auxina no meio MS mantido sob condigdes de 16 horas de luz resultou em alta
produgio do composto nfio 1dentificado pelas raizes normais, enquanto que a2 producdic de
dihidro-epideoxi-artenuina B ndo foi detectada nestas raizes através das metodologias

empregadas. Os terpenos de interesse também foram estudados quanto as suas atividades
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antimicrobianas através de ensaios bioautograficos. Para os testes biclégicos foram utilizados
os seguintes microrganismos. Bacillus subtilis, Salmonella choterasuis, Micrococcus luteus,
Rhodococcus egui, Escherichia coli, Staphviococcus awreus, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa. Os resultados destes testes mostraram que nenhum dos terpenos de interesse
apresentou atividade antifiingica com 2z linhagem de Candida albicans. A atividade
gntibacteriana foi comprovada para artemisinina e para ¢ acido artemisipinico, com as
linhagens das bacténias B. subitilis, R equi, S. aureus e E. coii. O composto dihidro-epideoxi-
artenuina B apresentou atividade antibacteriana com as linhagens das bactérias B. subtilis, M
{uteus ¢ 5. aureus & o composto deoxiartemisinina com as linhagens B. subtilis, R equi, M

fuieus e 5. aureus.

XXV



MMVLARY

Plants of the Artemisia genera are a rich source of sesquiterpenes, which have received
great attention from researchers due to theirits biological and chemical diversity. The
continued investigation of the presence of secondary compounds is highly recommended and
necessary for the exploration of this rich source of new chemotherapeutic and agricultural
agents, The plant targeted in this study was the CPOBA 2/39 x PLS hvbrid of the 4. annua
species, obtained through the genetic improvement program of MEDIPLANT and CPQBA.
With the intent of keeping some of the desirable characteristics of this superior genotype, such
as high production of biomass and artemisinin, 4 sesquiterpene with antimalanal properties,
the present study began with a single meristematic explant, excised from 2 single improved
hybrid matrix plant cultivated in CPQBA’s experimental fields. After the development of the
selected meristematic explant, it was micropropagated until an /r vitro homogenous material
bank was obtained with a adequate number of healthy plants, which served as expilant sources
for later experiments. Methodologies were developed for the establishment and cultivation of
roots, both normal and transformed with two strains of Agrobacterium rhizogenes (15834 and
8196). The confirmation of the transgenic nature of the roots was obtained by the “Dot Blot”
technigue, a fast and efficient screening method that allows a qualitative molecular analysis.
Studies related to the formation of calius and the in visro morphogenesis of the transformed
roots obtained with both strains were also undertaken. The plant material extracts were
analyzed by Gasos Chrmatography acopladed to Spectrum Mass (GC/MS) according to the
analytical methodology incorporating high semsitivity terpene detection developed by
CPQBA/UNICAMP researchers. The callus extracts as well as the transformed and normal
roots established and cultivated in different culture media under different photoperiodic

conditions were chemically analysed for evaluation of relevant terpenes, such as: arternisinin,
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arternisinic acid, as well as two other compounds with strong antiulcerogenic activity:
dihydro-epideoxi-artenuin B and deoxiartemisinin. The analysis of results revealed that none
of the afore mentioned terpenes were present in the callus extracts or transformed roots. The
chromatograms of the extracts taken from normal roots cultivated in MS liquid medium
deprived of phytoregulators revealed the presence of the antiulcerogenic compound difdro-
epideoxi-artenuin B and another as vet unidentified compound. The characteristics of the mass
fractioning pattern observed on GC/MS suggest that this unidentified compound is also a
terpene, however confirmation of this hypothesis requises further studies. Photoperiod during
cultivation influenced the production of both these terpenes, with the production of the
unidentified compound being inversely proporcional to the production of dihidro-epideoxi-
artenuin B. Under continuous darkmess dihidro-epideoxi-arteruin B was intensely produced
and the unidentified compound present in small proportions, whereas the inverse ocurred in a2
16 hour photoperiod The quantificaion of dihydro-epideoxi-artenuin B by Gasos
Chromatography acopladed to Flame Ionization Detector (CG/FID) revealed as approximately
fivefeld increase in the production of this compound by normal roots cultivated under
continuous darkness compared to roots cultivated in the presence of 16 hour of light. The
presence of auxin in the MS medium maintained under 16 hour of light resulted in substantial
production of the unidentified compound by normal roots, while the production of dihidro-
epideoxi-artenuin B was not detected in these roots by the methods employed.

The relevant terpenes were also studied with regard to their antimicrobial properties
through biocautographic tests. For such tests the following microorganisms were used:
Bacillus  subtilis, Salmonella choterasuis, Micrococcus Iuteus, Rhodococcus equii,
Escherichia coli, Staphylococcus avreus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa.
The results of these tests showed that none of the relevant terpenes presented antifungal

activity with the Candido albicans line. The antibacterial activity was confirmed for
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artemisinin and artemisinic acid, using B. subsilis, R equi, 8. awreus, and E. coli lines. The
compound dihydro-epideoxi-artenuin B showed antibacterial activity with the bacterial lines
B. subitilis, M. luteus, and S. aureus and the compound deoxiertemisinin with the lines B.

subitilis, R. egui, M. futeus, and 8. qureus.



INTRODUCAO GERAL

A espécie Arfemisia. annua (Asteraceae) € originaria da Asia sendo conhecida como
ginghaosu (erva verde) e tem sido usada ha séeulos pelos chineses como planta medicinal para
o tratamento de varios tipos de moléstias, incluindo febre de diferentes origens (Klayman,
1985). Planta exdtica, foi introduzida no Brasil em (987 através de sementes provenientes dos
Estados Unidos, pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agronbmicas
(CPQBA/UNICAMP) que desde entio vem realizando experimentos € observando o©
comportamento da espécie com o objetivo de otimizar o cuitivo em nossas condigdes
(Figueira, 1995). A obtengfio de hibridos de 4. annua para o cultivo no Brasil e posteriormente,
a otimizaghc da produgio de metabdlitos secundérios, através de ferramentas como 2
hiotecnologia, sdo de grande interesse econdmico ¢ social.

A familia Asteraceae é caracterizada pela presenca de inulina, acidos graxos, lactonas
sesquiterpénicas, alcoois triterpénicos, acido caféico, flavonas, flavondis metilados, compostos
acetilénicos ¢ Gleos essenciais ¢ pela total auséncia de taninos e de inddides (Robbers ef af,
1996). A espécie 4. annua se constitni numa rica fonte de lactonas sesquiterpénicas com
importantes atividades biologicas como, por exemplo, a td0 conhecida agfio anti-malarica
conferida 2 artemisinina (Tan ef al., 1998). Além de artemisinina, as atividades biologicas de
outras lactonas sesquiterpénicas produzidas por 4. annua tais come: 4cido artemisininico, diidro-
epideoxi-artenuina B, epideoxi-artenuina B, artenuina-B, deoxiartemisinina, dentre ouiras
(Zaman & Sharma, 1991; Brown, 199Z; Robbers ef ai.,, 1996; Bouwmeester, 1999, Wallaart ef
al., 2000), ja sio conhecidas. Por exemplo, dihidro-epideoxi-artenuina B e deoxiartemisinina
demonstraram atividade antiulcerogénica nos modelos de tlcera induzidos por indometacina e
etanol, respectivamente, comparavel a droga padrfo carbenoxolona (Foglio ef al., 2002). A

atividede antiproliferativa destes dois compostos bem como do acido artemisininico tambeém
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foi avaliada em cultura de células tumorais humanas de mama (MCF-7), mama resistente
{(NCIADR), pulmo (NCI-460) e melanoma (UACC), em concentragdes crescentes de até 125
ug/mL (Kohn, er al, 2001). Segundo estes pesquisadores, dihidro-epideoxi-artenuing B ¢
4cido artemisininico apresentaram seletividade para as iinhagens MCF-7 ¢ NCI-460 enquanto
que deoxiartemisinina apresentou citotoxidade nfio seletiva. Diversas outras atividades
biolbgicas de compostos presentes em 4. anrua foram velatadas por Tan er 2/{1998). Uma
investigacdo continua das atividades biolégicas dos compostos secundérios presentes nesta
espécie bem como em outras espécies do género Arremisia € extremamente recomendada ¢
necessdria para exploracBo desta rica fonmte de novos agentes guimioterapéuticos e
agriculturais. O estudo da viabilizagBo e da otimizacfo de protocolos para produgio em larga
escala destes imporiamies principios ativos quimicos € extremamente Decessaria ja que a
maioria destes sfo encontrados em baixissimos niveis na planta. A conceniragic de
arternisining na parte aérea de 4. annua, por exemplo, situa-se entre 0,1 e 1% do peso seco,
dependendo da procedéncia geografica da planta (Wallart er o, 2000). Segundo alguns estudos
(Foglio, 1996, Wallaart er al, 2000) os conteados de sesquiterpenos {como por exemplo
artemisinina e seus precursores) bem como de Oleos essencials variaram entre plantas de
diferentes origens geograficas, as quais pertenceriam a diferentes quimiotipos. Segundo Wallaart
et al (2000), em qumiotipos originarios do Viemn3, foram encontrados altos niveis de
artemnisimina ¢ de dcido dehidroartemisininico e baixissimos niveis de acido artemisininico,
enquanto gue em quimiotipos originarios da China e Europa, ocorren o inverso. Estes autores
constataram ainda que plantas com altos niveis de dcido artemisininico continham também altos
niveis de artenuina B ¢ epi-deoxiartenuina B, enquanio que plantas com altos niveis de acido
dehidroartemisininico continham apenas dehidro-epideoxi-artenuina B.

Diversos esforcos tem sido realizados para intensificar o inerente potencial bioldgico

de certas plantas medicinais, aumentando a produtividade de seus principios ativos a niveis
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comercialmente vidveis. Uma das possibilidades pars otimizagio da produgfio destes compostos
seria através do melhoramento convencional e selegfio genética em campo. A obtengfio de um
genotipo superior, com altos niveis de metabolitos secunddrios de interesse, merece todo o
cuidado guanto & mamutengdo da fidelidade genética. Segundo alguns autores, a propagacio
in vitre a partir de dpices caulinares meristeméticos € bastante recomendada na prepagacio de
variantes genéticos inicos e/ou gendtipos superiores j4 que a planta propagada desta maneira
sera idéntica 4 planta-méde, pois os tecidos organizados dos meristemas apresentam maior
estabilidade cromossdmica (Murashige, 1974, D' Amato, 1977, Grout, 1990; Argolio Marques,
1996). Em adicfo, ¢ dpice ¢ uma estrutura organizada, que pode desenvolver-se diretamente em
parie aérea, em meio de cultura adequado, sem passar pela fase de calo {Tormres er o/, 1998).

Outra possibilidade promissora para o incremento da producio de alguns metabdlitos de
interesse seria o uso de técnicas biotecnolégicas como o culivo de plantas in vitro, culturas de
suspensdes celulares e culturas de raizes normais e/ou transformadas geneticamente através da
inoculagio com Agrobacterium rhizogenes. Alguns pesquisadores utilizaram o método de cuitura
de in vitro de células e tecidos vegetais, porém, sem grande sucesso (Pamiego & Giulietti, 1994).
Segundo as autoras, artemisinina foi encontrada em culturas de tecidos diferenciados, porém
foi encontrada apenas tragos em culturas de tecidos nfio diferenciados (como cultura de células
¢ de calos). As raizes sdo um exemplo de Orgios disponde de uma variedade de tecidos
diferenciados e especializados, no entanto a sintese de um determinado metabdlito vai
depender de condigles citologicas, bioquimicas ¢ estruturais especificas. Em muitos casos, &
produgiio de metabdlitos secundarios em plantas € restrita a tecidos e oOrgios especificos
durante um particular estadio de desenvolvimento. A diferenciacio morfoldgica das células
das plantas em tipos especializados de células e tecidos € acompanhada pela diferenciacic
quimica, a qual estabelece uma rota metabolica levando a formac8o de produtos secundéarios

{Croes et al, 1989). Segundo os mesmos autores, o estabelecimento de rotas metabdlicas
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fevando a formagfio de metabélitos secumdérios € um processo de diferenciacio a nivel celular
¢ qual, em muitos casos, esta ligado a diferenciacfo morfologica. Esta teoria £ sustentada pela
observacio de que em culturas de calos ou suspensfes celulares, que nfo s#o estruturas
diferenciadas, o metabolismo secundério ¢ frequentements baixo ou completamente ausente
(Rhodes et al., 1987).

Os metabdlitos secundarios podem ser sintetizados ¢/ou acumulados na parte aérea da
planta, no sisiema radicular ou em ambos. A artemisining ¢, principalmente, extraida da parte
aérea de 4. annua, no entanto, alguns autores encontraram este sesquiterpenc bem como seus
precursores tanto em raizes normais (Jha er al, 1988, Jazirl er of, 1995) quanto em rafzes
gencticéznente transformadas (Jaziri ef al, 1955 } e sugeriram que esies sistemas poderiam ser
utilizados em estudos expenimentais de biossiniese de metsbdlitos secundérios que
normalmente nfo sdo encontrados no sistema radicular da planta. Paniego & Giulietti (1994)
ressaltaram a necessidade de mais estudos sobre a biossintese de artemisinina em cultura in
vitro de raizes. Do ponto de vista da fitoquimica, o trabalho com raizes ¢ bastante interessante,
pois estas, além de apresentarem pouca (no caso de raizes cultivadas in vitro — Jazini ef ol
1995) ou nenhuma clorofila, possuem pequenas quantidade de substincias graxas que
dificultam o processo de purificag@io e nfo apresentam interesse farmacolégico especifico
(Dias, 1997). A cultura de raizes em cabeleira (fendtipo causado pela infecgio com
A. rhizogenes) apresenia a vantagem adicional de possuir uma rapida proliferaciio € um
crescimento continuo por varias subculturas, sem a necessidade da adigfio de fitorreguladores.
No entanto, os produtos metabdlicos destas raizes sfio, geralmente, limitados aqueles produzidos
pelas raizes normais (Endress, 1994; Brasileiro & Dusi, 1999), muito embora alguns autores
tenham observado diferencas na producfio de metabolitos secundérios pelas rafzes transformadas
{(Moyano et al., 1999; Mallol et af., 2001). O processo de inoculagio de Agrobacterium em

diversas espécies de plantas, ocasionando a insergio de genes da bactéria ao genoma nuclear
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da célula vegetal através da transferéncia do T-DNA pode proporcionar mudancas no
metabolismo destas plantas, uma vez que os genes transferidos se expressam de maneira
estavel (Van Sluys ef g, 1997; Brasileiro, 1993; Zupan & Zambryski, 1995; Ream & Gelvin,
1996). No caso de A rhizogenes, a moeulaghio de diferentes cepas tem proporcionado
resultados distintos tanto na induglio, na taxa de crescimento e no fendtipo das rafzes obtidas,
¢omo no processo de regeneragio ¢ obtengio de plantas transg€nicas (Otani e ol., 1996) ¢ na
produgdo de alguns metabdlitos secundarios (Mallol ez al., 2000).

Uma outra alternativa que poderia ser utilizada para aumentar a producio de um
metab6lito de interesse seria a engenhara de sua rotm metabolica (Wallaart er al, 2000).
Entretanto, para muitos composios, como por exemple artermisining, o caminho biossintetico ndo
tem sido completamente elucidado. Estudos que colaborem para a elucidacio da rota biossintética
de arfemisinina s30 muito importantes para a otimizagfo da produgic tanto deste composto

quanto de seus precursores.



REVISAQO DE LITERATURA

A PLANTA 4 annua L.

A especie 4. anmuc L., uma das 400 espécies da familia Asteraceae {Compositae) é
nativa da Asia, mais provavelmente da China. £ uma planta aromatica, dicotiledénea, de ciclo
anual que ocorre naturalmente como parte da vegetagho de estepe no norte das provineias Chahar
¢ Swyuan (40° N, 109° L) na China, entre 1000 ¢ 1500 metros acima do nivel do mar, porém
atualmente também pertence de maneira selvagem em outros paises, tais como Yuguslavia,
Hungna, Turquia, Argentina, Francs, Italbia, Espanha (Ferreira, 1994} No Brasil, for introduzida
por pesquisadores do CPOBA/UNICAMP, os quais vém realizando diversos experimentos com
a especie objetivando a otimizaciio do cultivo em nossas condigBes (Figueira, 1995). Esta planta
tem sido utilizada ha séculos pelos chineses, pois contém uma importante droga com potente
efeito medicinal antimaléarico, sendo também um eficiente redutor de febres de vérias ongens.
Esta droga, a artemisinina, é uma Jfactona sesquiterpénica encontrada principalmente na parte
agrea de trés espécies do género Artemisia: A. annua, A. apiecea e A. lancea (Sharma, 1991). A
planta apresenta cardcter arbustivo podendo atingir alturas varando entre 0.8 ¢ 2.0 metros
(Ferrera & Janick, 1996), Propaga-se vegetativamente e por sementes, reproduzindo
naturalmente por fecundacio cruzada por insetos ou agio do vento (Magalhies, 1996). Possui
fotoperiodo eritico para indugiio de floragiio desde 11 (Magalhjes, 1996) at€ 12 2 14 horas (Van
Geldre er al., 1997). O nimero de cromossomo é 7n = 18 (Ferreira, 1994)

Em 4. annua, as folhas e principalmente as inflorescéncias do tipo capitulo s@io cobertas
de muitos tricomas glandulares, cada um deles contendo § pares de chulas diferenciadas. Pelas
diferengas ultraestruturais, deduz-se que cada par possui diferentes funges (Duke & Paul, 1993 ).

Morfologicamente, o género Arremisic é dotado de wmilorescéncias distribuidas ao longo de
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toda haste e possul uma das maiores taxas evoluciondrias dentro das dicotileddneas. Fste
progresso na taxonomia pode aumentar a diversidade quimica, além de aumentar a sintese de
metabolitos secundarios mais complexos {ciclizados, rearranjados efou oxigenados). Nas
espécies do género Arfemisia, os incomas glandulares sfo sitios de aclmulo de diversos
produtos metabdlicos, tais como monoterpencs, sesquitepenos lactdnicos, flavondides e
cumarinas {Duke & Paul, 1993). A familia Asteraceae ¢ caracterizada pela presenga de inuling,
acidos graxos, lactonas sesquiterpénicas, alcoois triterpénicos, acido caféico, flavonas, flavondis
metilados, compostos acetiiénicos e dleos essenciais e pela total auséncia de taninos e de
iridéides. (Hegnauer, 1964, citado por Lima, 1995) O dleo essencial de 4. annug vem sendo
utilizado pa produgie de vermute como aromatico ¢ na indistria de fraghncias
(Charles er al, 1991). A A annuc € produtora marcanie de lactonas sesquiterpénicas dentro da

familia Asteraceae.

AS LACTONAS SESQUITERPENICAS

Os terpenos 540 produios naturais cuja a estrutura pode ser dividida em unidades de
isopreno. As unidades de isoprenos originam-se biogeneticamente do acetato por via do 4cido
mevalbnico e t8m cadeias ramificadas, com cinco unidades de carbone que contém duas ligacbes
duplas. Os terpenos sio classificados de acordo com a guantidade de unidades de isoprenos que
possuem. Os monoterpenos, possuem duas unidades de isopreno; os sesquiterpenos, contém trés
unidades de isopreno; os diterpenos, t€m quatro unidades de isopreno; os triterpendides, sio
compostos por seis umdades de isoprenos ¢ os tetraterpendides ou carotenodides 18m oito unidades
de isopreno (Robbers ef al, 1996). Segundo 0s mesmos autores, o namero de diferentes
terpendides isolados de fontes naturais € de aproximadamente vinte mil, muito superior ao de

qualquer outro grupo de produtos maturais. Dentre os terpenos, os sesquiterpenos t€m a mais
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ample distribuicio na natureza. As lactonas sesquiterpénicas sio quimicamente distintas dos
outros membros do grupo dos terpendides, devido a presenga de um sistema o-metileno-
y-lactona. Muitas delas contém carbonilas o, B-insaturadas, bem como epGxidos. Estes grupos
funcionais Tepresentam sitios receptores reativos para nucleéfilos biolégicos, tais como tiol e os
grupos amino das enzimas. Isso confere wmn amplo espectro de atividades biologicas 2 estes
compostos, como por exemplo a atividade animicrobiana e antitumoral. As lactonas
sesquiterpénicas podem ser classificadas de acordo com © seu esqueleto carbociclico; os irés
principais grupos sio o dos germacranolidos, com um anel de dez membros, o eudesmanolidos,
com dois anéis fundidos de seis membros, e o dos guaianolidos, com um anel de cinco membros
fundido 2 um anel de sete membros. As lactonas sesquiterpénicas s8o substéncias incolores, com
sabor amargo, lipofilicas e podem agir como reguladores de crescimento, come ¢ © caso do acido
abscisico (Robbers er al., 1996). Dentre as lactonas sesquiterpénicas produzidas pela 4. annua
estio: a artemisinina, artenuina-B, artenufna-C, artemisiteno, acido artemisininico, dihidro-
epideoxi-artenuina B, epideoxi-artenuina B (Zaman & Sharma, 1991; Wallatt e al, 2000,
Sy & Brown, 2001). Destas, a artemisinina tém importincia reconhecida devido a sua eficiente
aglo anti-malérica. A ligagio interna de perdxidos que apresenta ¢ essencial a sua atividade
(Robbers et al., 1996). A atividade terapéutica da artemisinina consiste na destruigio da
membrana celular do parasita, pois esta lactona sesquiterpénica peréxide provoca mudancas
estruturais nas membranas levando 4 perda do citoplasma e consequente morte do parasita
(Klayman, 1989). Para resolver o problema de baixa solubilidade da artemisinina, sdc utilizadas
varias posologias e vias de administracio, e foram desenvolvidos vérios derivados mais potentes,
com possibilidades farmacolégicas mais apropriadas, como ¢ o caso do Artemether, que ¢
lipossoliivel € o artessunato de sodio, que é hidrossoldvel e pode ser administrado por via

intravenosa. Segundo Tan er al. {1998), a artemisinina, bem com outros sesquiterpencs, como 08



guaianolide, seco-guaianolide ¢ eudesmanclide também sdo aplicados no iratamento de algums
tipos de céncer. Outras lactonas sesquiterpénicas encontradas na planta de 4. annuag t8m sido
relacionadas a diversas atividades bioldgicas. Segundo Dias (19973, fracBes ricas em lacionas
sesquiterpénicas extraidas tanto da parie afrea quamto de raizes desta planta apresenmtaram
atividade antiulcerogénica relacionada com mecanismos citoprotstores da mucosa gastrica,
especialmente o awmento dos niveis de prostaglandinas. A cromatografia gasosa acoplada 2
espectrometria de massas dos exiratos brutos etandlicos e diclorometdnico das partes aéreas
revelou a presenca de substincias com tempo de retengio entre 10 e 25 minmutos em todos os
extratos © fragGes ativas analisadas. Nesta regifio, s3o encontrados sesguiterpenos e lactonas
sesquiterpénicas, que podem ser os responsaveis pelos efeitos observados. Além disso, os
principios ativos responsaveis pela atividade antivlcerogénice nesta espécie, apresentaram
caracteristicas de média polaridade, como a classe das lactonas sesquiterpénicas. A artemisinina,
artenuina B ¢ o 4cido artemisininico também estavam presentes nas fragdes analisadas, porém

nio apresentaram diminuigo do indice de lesdes ulcerativas. (Dias, 1997).

O PROCESSO DE TRANSFORMACAO GENKTICA COM Agrobacterium

A familia Rhizobiaceae de bactérias de solo pode ser dividida em dois grandes grupos:
(A) bactérias fixadoras de nitroginio (g€neros Rhizobium, Bradyrhizobium e outros) que
apresentam tal caracteristica quando crescendo liviemente no solo em condicbes favoraveis ou
em nddulos de raizes em plantas leguminosas, e (B) bactérias do género Agrobacterium, que sio
caracterizadas por sua capacidade de induzir hipertrofias em plantas. O género Agrobacterium
compreende quatro espécies: 4. tumefasciens, A. rhizogenes, A. radiobacter € A. rubi. G
A. tumefasciens causa na planta infectada uma galha ou fwnor 2o nivel da coroa (jungfio entre o

caule e a raiz}, sendo essa doenca conhecida na Europa desde a Antiguidade e denominada palha
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da coroa ("crown gall"). O 4. rhizogenes causa a sindrome de rafzes em cabeleira (“hairy-root
disease™), que caracteriza-se pelo crescimento anormal de grande quantidade de raizes. O A rubi
infecta espécies vegetais especificas e induz tumeres nas partes aéreas da planta e 4. radiobacter
& avirulenta, embora seja fregientemente encontrada em esireita associagdo com as especies
virulentas {Gordon, 1981).

A habilidade de transformar células vegetais esta correlacionada com a presenga nos
Agrobacterium de duas importantes regibes nos plasmideos: regifio-T ¢ a regifio de viruléncia
(vir). A regifio-T do plasmideo ¢ transferida da bactéria para 2 planta durante a infecglio, passando
a ser denominada T-DNA (“transferred-DNA") apds ser integrada no genoma vegetal. Nessa
etapa, 08 gENes presentes nessa regifio comegam a se expressar dando infcio 4 mamifestagio dos
sintomas da doenca. Existem duas diferengas basicas entre células de tecidos normais e de tecidos
transformados: {1} as células da galha da coroa e das raizes em cabeleira sho tumorosas porque
proliferam-se de modo autdnomo por vérias subculturas, mesmo na auséncia de fitorreguladores
(auxinas ¢ citocininas) necessarios para ¢ crescimento de células vegetais normais; (2) as c¢lulas
tumorosas t8m capacidade de produzir e excretar opinas (aminoécidos e derivados de agicares)
gue sfo utilizadas pela bacténa para sua manutencio ¢ que nﬁo sdo sintetizados pelas células
normais. Os genes responsiveis por ambas as caracteristicas localizam-se na rtegiio-T do
plasmideo, sendo que a combinagio na biossintese de fitohorménios regulada pelo T-DNA jeva a
morfologia tumorosa dos tecidos transformados. Os genes que controlam a biossintese dos
fitohorménios sfio de origem bacteriana, pois a rota biossintética de auxinas utilizada pelo
Agrobacterium nio € nomalmente utilizada pelas plantas (Kiee et al, 1587)
A regidio vir ou regifio de viruléncia ¢ indispensavel 4 transferéncia ¢ integracgio da regido-T no
genoma nuclear das células da planta hospedeira. Localiza-se fora da regifio-T do plasmideo, ndo
sendo portanto transferida (Jouanin, 1984), e age a partir de estimulos enviados pela célula

vegetal apds o ferimento {exsudatos) que ativam os genes dessa regifio (Klee ef ol 1987).
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As diferentes cepas de Agrobacterium ¢ seus plasmideos sfo classificados de acordo

com 2 principal opina encontrada nos tecidos transformados (Birot ef al., 1987), wisto que &
bactéria nSo contém nem sintetiza as opinas. Cada ceps especifica de 4. tumefasciens ou
A. rhizogenes mduz 2 produgio ¢ ao armazenamento na planta infectada da opina necesséna para
a manutencio do metabolismo da bactéria correspondente. As opinas s8o produzidas tendo como
precursores compostos comumente encontrados nas céhulas vegetais, tais como alfa-ceto-acidos,
aminoacidos e aghcares simples, € a cepa de dgrobacterium responsavel pela transformacio da
planta pode utilizé-las, seletivamente, como fonte de energia, carbono e/ou nitrogénio, de acordo
com as suas necessidades. As opinas nfio apresentam fumg8io nas células vegetais ¢ sio utilizadas
somente pela bactéria colonizadora que induzin ?a producio na planta, conferindo vma vantagem
evolucionéria ao Agrobacterium em relagio a outras bacténas de solo (Saito ef al,, 1992).

Sabe-se, de Jonga data, gue no processo de infecgio deve haver um ferrmento no tecido
vegetal para que haja penctragio do Agrobacterium (Braun & Mandle, 1948). As células vegetais
quando lesadas passam a exsudar compostos fendlicos, agtcares ¢ aminoscidos em resposta ao
ferimento ¢ as bactérnas s#io atraidas por esses compostos, multiplicando-se ¢ fixando-se nas
paredes celulares (Hooykaas & Schilperoort, 1992}, Outro fator importante para que ocorra 2
transferéncia de genes diz respeito & temperatura. Segundo Moore e ol (1979) para que ¢
processo ocorra € necessario que haja um tipo de interagfio sensivel ao calor. Além disso, a
bactéria perde a sua capacidade infecciosa quando exposta a temperaturas clevadas durante
algumas horas.

Uma das primeiras etapas na indugio do tumor refere-se 4 ativago coordenada do
sistema de viruléncia, regulado pelos genes vir, que sio ativados quando a bactéria, proxima as
céluias Jesadas, percebe as substncias hberadas pela planta (Stachel & Zambrysk, 1986).
Quando esses genes s@o expostos aos exsudatos de ferimentos das células (compostos fendhicos

de baixo peso molecular, tais como aceto-siringona ou hidroxi-aceto-siringona) passam a ser
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ativados (Hooykaas & Schilperoort, 1992). Com a ativagic dos genes vir ocore 2 transferéncia
da regifo-T do plasmideo para a planta e a expressio do T-DNA apos a integragio no genoma
vegetal. Diepois de algum tempo o tumor comega a desenvolver-se devido as divisbes celulares
estimuladas pela produgio, comandada pelo T-DNA, de auxinas e citocininas. Estes hormonios
sio poderosos agentes de crescimento que controlam varios aspectos relativos & proliferagio,
elongamento e diferenciagfio celulares. Como consequéncia de um balango hormonal desregulado
induzido pele T-DNA, a multiplicagio celular tomma-se descontolada iniciando-se ©
desenvolvimenio do tumor. Com a imtegraghio ¢ expressio do T-DNA no genoma da planta
hospedeira, as células contendo esse T-DNA passam a produzir e excrefar as opinas que sio
consumidas especificamente pela bacténia colonizadora.

Embora a transformaco genética das células da planta hospedeira tambem represente a
base da sindrome de raizes em cabeleira, este processc apresemia-se com algumas
particularidades quando comparada com os tumores do tipo galha da coroa induzidos nas plantas
através da infecgdo pelo A. tumefasciens. Segundo Van Sluys (1999), no T-DNA de
A. tumefaciens, verifica-se a presenga de genes codificadores da sintese de fitorménios. Estes
genes s3o o iaaH € o iaal, que codificam a sintese de acido indolacético {AIA), uma auxina
(Inzé et al., 1984) € o gene iptZ que € responsivel pelo fitormonio isopenteniladenina, uma
citocinina (Barry e al, 1984). Portanto, o crescimento do tecido, em forma de tumor, ¢
decorrente de um aumento nas quantidades de auxina e citocinina endogena, gerado pela sintese
de novo destas substincias nas células transformadas. Por causa do aporte destes ﬁltorménios, 08
tumores do tipo gatha de coroa sdo quimeras, isto ¢, sio formados por células transformadas pelo
T-DNA e por células normais que também sBo sensiveis aos fitormdmios em quesido
(Van Siuys, 1999). Por outro lado, as raizes em cabeleira induzidas atraves de infecclo por
A. rhizogenes sho clonais, ou seja, cada raiz tansformada € onginada de uma unica célula

wransformada, Desta maneira, as raizes transformadas sio compostas somente por cétulas
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transformadas, constituindo, assim, clones celulares (Bercetche o al, 1987,
Van Sluys, 1999). Esta caracteristica pode ser bastante vantajosa em processos de obtenciio de
plantas transgénicas & partir de raizes wansformadas, muito embora diversos outros aspectos
possamn interferir nestes processos, tals como a recalciméneia da espécie (Jazin er al., 1995), as
diferentes cepas de 4. rhuzogenes wtilizadas no processo de transformacio genética
(Otani er al., 1996), o antbidnco utilizado no momento da descomtaminagBo ¢ isolamento das
raizes transformadas (Vergauwe ef al, 1996b), mudancas no nimere s/ou estrutura dos
cromossomos apds algumas subculturas (Xu & Jia, 1996), dentre outros. A regeneracfo de
plantas a partir de tumores do tipe galba de coroa apresenta-se bem mais dificil de ser obtida,
devendo sempre vir acompanhada de rearranjos importanies na estrutura do seu T-DNA retirando
0s genes que codificam a sintese dos hormdnios auxinz ¢ citocining (T-DNA desarmado)
{Wullems et of., 1981; Zambryski ef of., 1983; Van Sluys, 1999). Segundo Otani ef ol (1996, 0
tipo de cepa de A rhizogenes utilizada no processo de transformacio pode influenciar ndo
somente no processo de regeneragdo e obtenglic de plantas transgénicas, mas também em
processos anteriores come indugdo, taxa de crescimento e fendtipo das raizes obtidas, podendo
interferir, anda, na producdo de alguns metabdlitos secunddnos (Mallol er o, 2001
A capacidade na inducfo de raizes varia entre as diferentes cepas de 4. rhizogenes, de modo que
algumas cepas apresentam-se mais eficientes no processo de infecglio ou mais “virulentas” do
que outras. A eficiéncia das cepas difere ndo somente quanto & guantidade de espécies vegetais
que sdo capazes de infectar, como também com relacio as respostas de inoculagio em diferentes
partes das plantas de uma mesma espécie. As cepas de A rhizogenes que apresentam Ri
plasmideos tipo agropina {como por exemplo as cepas A4, 1855, 15834, entre oufras) carregam ¢
inserem no hospedeiro duas regifes T-DNA denominadas TL-DNA e TR-DNA (Jouanin, [984) e
apresentam-se mais virulentas que outras tipo manopina (come por exemplo as cepas 8196,

TRIO7) ou cucumopina (NCPPB2659), que camegam somente uma regific T-DNA
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(Combard et al., 1987; Dobigny et al., 1995). A regifio TR-DNA carrega genes que codificam a
biossintese de auxinas e agropinas (Otani ef al., 1596, Mallol er ol , 2001) ¢ a regifio TL-DNA ¢
homébloga 2 regifio-T {mica das cepas dos outros tipos (Combard ef al., 1987). Ambas as regibes
possuem funcdes rizogénicas tendo sido demonstrado que os genes envolvidos na biossintese de
auxinas {localizados na regifio do TR-DNA) sdio os responséaveis pela diferenciagio priméria das
raizes apbs a infecgdo, enquamo os genes localizados na regiio do TL-DNA respondem pela
proliferacfio continua de raizes, caracteristica fenotipica das raizes ransformadas. A aclo
combinada das duas regides de T-DNA das cepas mais virulenias passa a produzir uma melhor
resposta infectiva em comparagfo a outras cepas menos virulentas, devido ao fato de que as cepas
. mais virulentas (tipo agropina) cons%guem induzir o inicio da sintese de auxinas nas céhulas
hospedeiras, enquanto as outras cepas nfo apresentam tal capacidade (Cardarelli ef of., 1987).
Alguns autores t€m considerado importante o papel dos fragmentos de TL-DNA ¢ TR-DNA
nas diferentes morfologias observadas nas raizes transformadas de algumas espécies bem
como na producio de alguns metabdlitos secundarios pelas mesmas. Por exemplo, em raizes
transformadas de Panax ginseng obtidas pela inoculacio da cepa A4 (produtora de agropina)
foram observados diferentes fendtipos (Mallol er of, 2001). Os autores relacionaram estes
diferentes fenétipos com a capacidade de produgio de biomassa e de ginsenosides {mistura de
triterpenos). Moyano et al. (1999) demostraram que o gene aux, situado no segmento de
TR-DNA, proporcionaram &s células transformadas uma adicional fonte de auxinas, a qual
exerceu um importante papel tanto na morfologia como na produgio de alcal6ides em raizes
transformadas de Datura metel e Duboisia hybrid. E sugerido ainda, que esta fonte adicional de
auxinas poderia influenciar sobremaneira no processo de formagdo de brotos, regeneragio e
obtencio de plantas transgénicas, uma vez que promoveria um desequilibrio hormonal endogeno

afetando, assim, a relagfio auxina/citocinina favorivel a estes processos (Otani ef al., 1996).
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OBJETIVOS GERAIS

Este frabalho teve como objetivos:

A obtengBo de um banco de material homogéneo in virro do gendtipo superior (hibrido
CPQBA 2/39 x PL5) usando a metodologia de cultura de 4pices meristematicos com a
finalidade de se manter caracteristicas desejdveis nas plantas obtidas, as quais serviram
como fonte de explantes para os experimentos posteriores;

Estudeo das condicGes ideais para 2 iniciagiio, estabelecimento e cultra de raizes normais e
transformadas;

Estados da morfogénese in vitro das raizes transformadas;

Estudos quimicos das raizes normais ¢ transformadas para a avaliaciio da presenca de
terpenos de interesse, tais como: artemisinina, dcide artemisininico, dikidro-epideoxi-
artenuina B e deoxiartemisinina;

Avaliagfo das atividades antimicrobianas (antifingicas ¢ antibacterianas) dos terpenos de

mteresse citados acima.
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CAPITULG T

OBTENCAQ in vitro DO GENOTIPO SUPERIOR DE A4. annua
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RESUMO

{3 gendtipo superior utihizado como fonte de explantes neste estudo se refere ao hibride
CP(QBA 2739 x PLS de 4. anrua, o qual fo1 obtido pelo programa de melhoramento genético da
MEDIPLANT e do CPOBA e cultivado nos vampos expenimentais CPOQBA/UNICAMP. Devido
a grande importincia da mamuenclio das caracteristicas genéticas de imteresse deste hibrido
superio, fais como alta produgdo de biomassa e de metabdlitos secundarios como artemisiing, o
presente trabatho teve inicio a partir de um fnico explante meristematico, o qual foi excisado de
uma fnica planta matriz in vivo durante a fase vegetativa. Posteriormente ao desenvolvimento do
explante meristematico selecionado, i@ mesme foi micropropagado via brotagbes laterais até a
obtencdo de uma quantidade adequada de plantas i vifro, as quais foram utilizadas como fontes
de explantes para os experimentos dos capfiulos posteriores.

Com o objetivo de se contornar alguns problemas inerentes ao hibrido em questiio, neste
capitulo procurou-se otimizar os protocolos necessarios para a obtengfo do banco de material
homogénio do gendtipo superior. Foram testadas diversas metodologias para a esterilizacio
das extremidades caulinares retiradas da planta matriz in vivo e para o isolamento do apice
meristematico caulinar. Destas metodologias a mais eficiente se resume nas seguintes etapas:
lavagem previa com 4gua corrente de torneira por 20 minutos consecutivos; exposicio curta
(8 minutos) deste material ao hipoclorito de sodio 5 %; pré-armazenagem das exirermdades
caulinares esterilizadas em solugfo anti-oxidante “coquetel de banana” (100 mg/l. de acido
ascorbico, 100 mg/L de acido citrico ¢ 2,0 mg/L de cisteina) durante 1 hora em geladeira
anteriormente ac isolamento dos dpices meristematicos caulinares. Diversas interacSes entre
auxina (AIB} ¢ citocinina (BA) foram iestadas. Dos meios de cultura testados, o MS
totalmente desprovido de fitorreguladores fo1 o que mais favoreceu o desenvelvimento normal

dos apices meristematicos caulinares.
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1. INTRODUCAQ

O genétipo superior utilizado como fonte de explantes neste estudo se refere ao hibrido
CPQBA 2/3% x PLS de A ammua, o qual foi cultivade nos campos experimentais
CPOUBA/UNICAMP (Fig. L 1) Este hibndo € proveniente do cruzamento de um clone com
caracteristicas de florescimento tardio ¢ de grande producfo de folhas (PL3) selecionado
dentre uma populagio original do Viem#, com outro clone (2/39), da mesma populaciio, com
alto teor de artemisimina (maior que 1 %). A selecfio, cruzamento e obtengiio do hibrido
melhorado foram realizados por Magalhdes (1996) durante seu trabalho de doutoramentio na
Mediplant (Suiga}. Os clones 2/39 e PL5 sfo ambos de uma mesma populagio do Viemi (na
Mediplant, designada Viet II}. Os parentais também pertencem a populagbes melhoradas, Por
ser um hibrido superior, com altos niveis de metabélitos secundérios de interesse, a manutencio
da fidelidade genética ¢ muito wnportante. Por este motive, o presente trabalho teve inicio a
partitr de um dnico explante meristemético, o qual foi selecionado e, posteriormente,
micropropagado até a obtencio de uma quantidade adequada de plantas in vire para
realizagio de etapas posteriores. A propagagdo in viro a partir de 4pices caulinares
meristematicos € bastante importante na propagagio de variantes genéticos timicos e/ou
hibridos superiores, obtidos naturaimente ou em Iaboratério, j4 que 2 planta propagada desta
maneira sera idéntica & planta-mfe, pois os tecidos organizados dos meristemas apresentam
maior estabilidade cromossbmica (Murashige, 1974; D' Amato, 1977, Grout 1990;
Argollo Marques, 1996). Em adicfio, o dpice ¢ uma estrutura organizada, que pode desenvolver-
se diretamente em parte aérea, em meio de cultura adequado, sem passar pela fase de calo
(Torres et af, 1998). Outra grande vantagem da utilizagio da cultura de explantes
meristerndticos esta relacionada ao methoramento fitossanitario ¢ limpeza clonal de patégenos

endégenos as plantas, tais como fungos, bacténias e, principalmente, micoplasmas e virus.
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Segundo Crocomo (1986) e Torrss ef al. (1998), os tecidos meristeméticos sdo insentos de
grande parte dos micrerganismos devido a ligac3o vascular incipiente com outros tecidos da
planta. E conhecido da literatura que e uma infecdo viral sistémica, os virus t8m que ter
acesso a0 sistema vascular da planta (Nono-Womdim er af, 1993; Torres er af, 1998).
Segundo os mesmos autores, ha muitas evidéncias que o floema funciona como veicule para o
transporte do virus a longas distncias, enguanto que o fransporte célula a célula ocorre via
plasmodesmatas. Portanto, a cultura de 4pices caulinares menstematicos ndc garante a
exclusfio total de virus, pois alguns deles podem ser transportados via plasmodesmatas, e
portanto, estar presentes no meristema apical. A probabilidade de se isolar tecidos livres de
microorganismos e, principalmente, de virus, estd inversamente relacionada ac tamanho do
explante (Murashige, 1977, Torres ef of., 1998}, Segundo os mesmos autores, quanto menor o
explante, menor serd a insengio de contaminagdes, porém, menor sera a taxa de sobrevivéncia
¢ o desenvolvimento do meristema em planta. O tamanho do tecido meristematico utilizado
como explante para fins de limpeza clonal varia muito de acordo com a éspécie, mas, em
geral, encontra-se na faixa de 0,1 a 0,5 mm englobando o domo meristematico (ou menstema
propriamente dito) com um ou dois primordios foliares mais a porgdo subjacente do caule
(Sutter & Langhans, 1979; Betti, 1991; Argollo Marques, 1996; Torres ef al., 1998). Segundo
Chiari & Bridgen (2002), explanies meristematico de 0,7 mm foram eficientes na erradicacio
do “Alstroemeria mosaic potyvirus” (AIMV) em 73,7% das plantas de Alstroemeria
infectadas. A taxa de erradicacfo deste virus caiu para 14,7% quando se aumentou o tamanho
do explante meristemético utilizado para 2,0 mm. Geralmente, explantes constituidos apenas
do domo meristematico nfo sic usados em virtude da dificil manipulacio, baixa taxa de
sobrevivéncia e necessidade de um meio de cultura mais elaborado com adicio de
fitorregniadores exégenos para o sucesso do desenvolvimento do menstema em plania

(Torres et al., 1998). Segundo os autores, 2 presenga dos primérdios foliares nos explantes ¢
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desejavel, pois estes, quando em desenvolvimento, sio fonies de substincias organicas
essencials, como por exemplo as auxinas e citocininas, que favorecem o crescimento dos
apices caulinares em cultura. Segundo Jacobs (1961) ¢ Shabde & Murashige (1977), a sintese
de auxina ocorre no segundo par de primordio foliar, enguanio que a sintese de ciiocinina
ocorre no terceiro. Por isso, muitos trabalhos com meristemas m envolvido nfio somente a
cupula meristematica mas, também, os primdrdios foliares. Segundo Cuzzuol (1993), as
auxinas ¢ citocininas estio intimamente Ligados & divisdo celular bem como ao crescimento do
meristema ¢ a interacdo entre ambas parece determinar a iniciacho de novas folhas, da parie
adrea ¢ de raizes.

Indiscutivelmente, a cultura de épic?es caulinares meristematicos e posterior
mucropropagacdc para uma propagacdo clomal rapida em larga escala sfo métodos
biotecnologicos de essencial importdncia nfio somente quanto ao aspecto fitossanitdrio, mas
principalmente para a manutengo de gendtipos superiores e produtives. Entretanio, o
desenvolvimento de um protocolo eficiente para uma determinada espécie vegetal, depende da
otimizagdo de diversos aspectos, tais como o tamanho do explante meristemético e a
metodologia para seu isolamento, além de um meio de cultura adequado e do controle das
condi¢des ambientais ¢ microambientais, contornando-se, assim, os problemas inerentes a

cada cultura.
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2. OBJETIVOS

() objetive deste capituio foi desenvolver protocolos eficientes para 08 procedimentos de
esterilizacio das extremidades caulinares excisadas da planta matriz in vivo (hibrido CPOBA
2/49 x PL3) e de isolamento dos apices meristematicos caulinares, bem como estudar as
influbneins da interacdo entre fitorreguladores no desenvolvimenio dos mesmos com &
Snatidade de se estabelecer as condigles ideais para o cullive in vIFo do gendtipo superior. A
importincia de se inictar o cultivo in vitro a partir de um (nico Apice meristematico caulinar
foi 2 manutencio do patrimdnio genétice do hibrido melhorado, o qual foi wilizado como

fonte dos explantes para o5 expenimentos dos capitulos posteriores.
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Figura L1: Planta vegetativa de 4. annua (hibrido CPOQBA 2/39 x PL5 = gendtipo superior)
cultivada nos campos experimentais do CPUBA/UNICAMP e utilizada como matriz in vivo. As
setas indicam a localizagiio aproximada das extremidades caulinares laterais que foram
coletadas e, posteriormente, esterilizadas e levadas 4 cémara de fluxo laminar para o

isolamento in vifro dos apices mernstematicos caulinares.
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3. MATERIAL £ METODOS

3.1. ASSEPSIA DO MATERIAL

Extrernidades caulinares foram retiradas da planta matriz m vivo selecionada duranie a
fase vegetativa e levadas ao laboratorio onde trés procedimentos de esterilizagdes foram

experimeniados

s Tsterilizacio I Merguthou-se o material em solucfio de hipoclorito de sodio p.a. (3%) + 5
G ¥ p L

sotas do agente espalbanie Tween 20 durante 20 minutos sob agiagio constanie. Em
seguida, as extremidades caulinares foram merguthadas em solugdo de fungicida Heniate
(Benomyl) 1% v/v por 10 minutos sob agitag3o constante. Finalmente, orocedeu-se as

AY

lavagens {4 vezes) em dgua destilada e autoclavada (Fig. I 2A).

s Esterilizagio Il Primeiramente foi realizada uma lavagem em 4gua destilada e autoclavada

+ algumas gotas de detergente comum mantendo o frasco por 10 minutes scb agitagio

constante. Em seguida mergulhou-se o material em uma solugfio de hipoclorito de sodio
na mesma concentracio da esterilizagio {, diminuindo-se ¢ tempo de exposigio de 20 para

12 minutos. Por (ltimo, procedeu-se &s lavagens {4 vezes) em dgua destilada e autoclavada

‘ e Esterilizagio 1L O material em lixiviacio foi colocado numa peneira sob wma forneira
l com 4gua corrente constante por 20 minutos. As ctapas posteriores foram idénticas ao
processo de esterilizagio 10, sendo que 0 tempo de exposigho a soluglo de hipoclorito de
sédio foi diminuido de 12 para 8 minutos (Fig, [ 2C).
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3.3 MEIOSDE CULTURA

O meio de cultura utilizado para a moculagBo dos édpices meristematicos caulinares 1ol
o meio MS solide acrescido das seguintes concentragdes de fitorreguladores: 0,0; 0,01 ¢
0,1 mg/L de auxina (AIB) e 0,0, 0,2; 0.4 ¢ 0.8 mg/L de citocinina (BA). O pH fo1 ajustado a
$.% anteriprmente a autoclavagem. Os explantes foram mantidos a tfemperatura de 25°C £ 1°C
e sob fotoperiodo de 16 horas. No total, foram realizados [2 tratamentos com irls repetigdes
cada, tendo sido inoculados, portanto, 36 4dpices meristematicos caulinares, pois foi inoculado

um explante por frasco (tubetes de 8,5 de comprimento ¢ 2.0 de didmetro),

3.4. BANCO DE MATERIAL HOMOGENEC DO GENOTIPO SUPERIOR

in vitro: INICIACAO £ MANUTENCAQG

A iniciagdo e manutengdo de um banco de material homogénio do gendtipo superior in
vitro é mostrada esquematicamente na sequéneia das Figs. [ 4a e 14b. Os explantes iniciais
utilizados foram retirados das extremidades caulinares de wma fnica planta do hibrido CPQBA
2/39 x PLS5 selecionada durante sua fase vegetativa nos campos expenimentals do CPOBA
(planta matriz /i vivo). Apbs os procedimentos otimizados de es{erﬂizag:é@ g isolamento
(Fig. 1.2C), o apice meristematico caulinar selecionado foi imediatamente inoculado em um
tubete contendo ¢ meio MS sélido desprovido de fitorreguladores (Fig. 1.4a). Um dnico apice
meristematico caulinar diferenciou-se em uma Gnica planta de aparéneia sadia (planta matriz
in vitro), a qual deu origem as demais plantas via brotacdes laterais. Segmentos nodais
contendo uma gema ¢ uma folha e medindo aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram
excisados assepticamente da parte central da regifio caulinar desta planta mainiz in viro e

transferidos para o meio de multiplicagiio MS sélido (Fig. 14b). As plantas in vifro assim
28



obtidas, foram novamente multiplicadas via brotagles laterais. Este processo se repetiu
mensalmente até a obtengfio de um estoque com nimero adequado de planias sadias e bem

enraizadas in vitro (Fig. 1.5}, com as quais se iniciou as demais etapas deste trabatho.
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Figura 15 Aspecto das plantas constituintes do banco de material homogénio do genétipo
superior cultivadas i virro. Estas plantas foram utilizadas como fontes de explantes para os

experimentos subsequentes descritos nos capitulos posteriores.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. PROCEDIMENTOS DE ESTERILIZACAQ

A otimizagio das metodologias para os procedimentos de esterilizagfo das
extremidades caulinares excisadas da planta matriz in vive ¢ isolamento dos dpices
meristematicos caulinares foi de extrema imporiéngcia para o sucesso da obtengio de um banco
de material homogénio do gendtipo superior i1 vitro. A grande suceptibilidade da 4. annue 2
oxidacao levou a necessidade da elaboracio de diferentes procedimentos de esterilizacéo e de
isolamento do explante meristematico a fim de se alcancar um protocolo Otimo. Quanto aos
procedimentos de esterilizaglo, observou-se gue a utilizagBo de um pré-tratamento com
fungicida (benlate-Benomyl - 1 % v/v) aliado 4 exposicdo a um azgente desinfetante
{(hipoclorte de sodio - 5 %) por um tempe prolongado (20 minutos), resultou em oxidacho
total dos tecidos dos explantes (Fig. [6 - estenlizac8o I). A auséncia do pré-tratamento com
fungicida e a diminuigio do tempo de exposicio ao hipoclorito de sédio (5 %) de 20 para 12
minutos parecein ter sido favordveis ao aumento da porcentagem de explantes nfio oxidados
(40 %) sem haver prejuizo quanto ao aspecto de confaminacio apds inoculagio dos explantes
meristematicos em meio de cultura. (Fig [6 — esterilizacfc 1) A redugBo ainda maitor do
tempo de exposigiio ao hipoclorito de sodio de 12 para 8 minutos realizada no procedimento
de esterilizaciio 111, parece ter sido mais eficiente no controle dos dois problemas: oxidaciio
contaminacdo, pots for obudo $6 % de explantes sadios (Fig 16- esterilizacdo ). A
lixiviagdo por pré-lavagem do material vegetal (extremidades caulinares) por 20 minutos
consecutivos em Agua correnie de torneira parece ter confribuido positivamente para ©
aumento da porcentagem de explantes sadios. E importante ressaltar que numa planta

medicinal nativa, Muyienus ilicifolic ow, popularmente, “Espinheira Santa”, resultados
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4.2, ISOLAMENTO DOS EXPLANTES: USO DE AGENTES ANTI-OXIDANTES

Cutra efapa critica guanto a oxidaglo do material foi o isolamento dos 4apices
meristematicos caulinares. O fluxo de ar da cdmara asséptica e o tempo demandado bem como
as imurias decorrentes deste procedimento podem contribuir para o aumento da oxidagio ¢
desidrataciio podendo levar & morte dos fecidos vegetais. Porianto, o isolamento do explanie
meristematico deve ser realizada ¢ mais rapidamente possivel, o que exige tfreinamento ¢
destreza manual do operante. Alguns procedimenios podem facilitar e/ou diminuir o risco de
oxidaches nesia etapa. Um destes procedimentos € o uso de solugBes anti-oxidantes. A
imersio do material esterilizado em solugfo de cisteina (25 mg/L) no momento do isolamenio
nfo foi um procedimento favordvel, pois os explantes tornaram-se moles dificultando a
extracio dos 4pices merisieméticos caulinares. No entanto, a manutengio dos explantes
esterifizados em frasco contendo “coquetel de banana” (100 mg/L de acido ascérbico,
100 mg/L de acido citrico e 2,0 mg/l de cisteina) (Linda Caldas, comunicacfio pessoal)
durante 60 minutos em geladeira anteriormente ac isolamenio dos dpices meristematicos
caulinares contribuiu intensamente para o sucesso desta etapa. Além do efeito da combinagio
das trés substincias anti-oxidantes presentes no “coquetel de banana”, a manutengdo do frasco
3 temperatura de aproximadamente 8°C também pode ter favorecido para a diminuigio do
processo de oxidagdo, pois temperaturas baixas, normalmente, desaceleram o metabolismo
celular, diminuindo a velocidade de inGimeras reagtes, inclusive das reacdes de oxidago dos
compostos fendlicos presentes.

(O tamanho dos explanies utilizados (aproximadamente 0,5 mm) foi adequado ¢
permitiu a sobrevivéncia dos mesmos apds inoculagho no meio de cultura. A grande vantagem
da wiilizaciio de 4pices caulinares meristemsticos para 4. annue fol que os primdrdios foliares

narecem ter atuade como um “escudo protetor” diminuindo, assim, os problemas refacionados

oy
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aos processos de desidratacBo ¢ oxidagSio. Além disso, os primédrdios foliares em
desenvolvimento produzem horménios vegetails enddgenos, os quais s#o essenciais ao
desenvolvimento ¢ sobrevivéncia dos explanies mesmo em meio de cultura desprovido de

fitorreguladores exdgenos (Torres er al., 1998).

4.3. INTERACAQ DE FITORREGULADORES E DESENVOLVIMENTO DE APICES

MERISTEMATICOS

A influéneia da interagfio entre og fitorreguladores AIB e BA no desenvolvimento dos
apices meristematicos caulinares pﬁ;de ser observada pelo diagrama da Fig 17. Os apices
meristematicos caunlinares inoculados em meio MS sem a adigio de fitorreguladores foram os
que apresentaram melhor desenvolvimento tanto da parte aérea quanto de raizes, originado
plantas com aspecto normal, as guais atingtram uma altura média do eixo caulinar de 1,7 +
0,47 cm {(em andlise aos 20 dias apds a instalagio do experimento) ¢ 39 + 0,35 cm
{aos 40 dias). Nos meios de cultura acrescidos de apenas AIB na concentragfio de 0,01 mg/L,
também se obteve plantas de aspecto normal, porém menos desenvolvidas e com peguenos
calos basais. A grande desvantagem da formacho destes calos basais € que, muitas vezes, eles
provocam variabilidades genéticas indesejaveis, principalmente na forma de poliploidizacio ¢
aneuploidizacdo {Amiratfo, 1983). Estas plantas atingiram altura média de 1,5 £ 0,68 om
(aos 20 dias) e 3,5 = 0,51 cm (aos 40 dias) e a visualizagdo das raizes foi possivel somente
apos 20 dias da inoculag8o dos apices meristematicos caulinares. Todas as demais interagdes
entre os fitorreguladores AIB e BA resultaram em plantas com alteragbes no desenvolvimento,

tats como: formacdes de grandes calos basais, vitrificacio das folhas e entouceiramento.
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Figura 1.7: Esquema dos fendtipos das plantas de 4. annug obtidas 30 dias ap6s a inoculagdo
dos apices meristematicos caulinares nos meios MS sélidos contendo diversas interacdes entre
AIB e BA. Observa-se formacio de calos em todos os tratamentos exceto no tratamento (a),

cuja planta foi utilizada como matriz in virro.



5. CONCLUSQES

A 1mportincia deste capitulo refere-se ao sucesso da obtengfo de um protocolo
eficiente para imiciagio e manutencdo de um banco de material homogénio do gendtipo
superior in vitro, 4 partir de um ftnico édpice meristemético caulinar multiplicado
sucessivamente via brotagBes laterais até a obtengho de um nlimero adequado de “cdpias” do
hibrido melhorado (CPQBA 2/39 x PLS), as quais serviram de fontes de explantes para os
experimentos subsequentes dos capitulos posteriores deste trabalho. A metodologia mais
eficiente para esterilizagio das extremidades caulinares excisadas da planta matriz in vivo
englobou as seguintes etapas: uma lavagem prévia com 4gua corrente de tomeira por 20
minutos consecutivos €, em seguida, exposicdo curta (8 minutos) deste material ao hipoclorito
de soédio (5 %). O procedimento de isclamento dos 4pices meristeméticos caulinares foi
otimizado pela pré-armazenagem das extremidades caulinares esterifizadas em solugfio anti-
oxidante “coquetel banana” (100 mg/L de acido ascorbico, 100 mg/L de acido citrico e
2.0 mg/L de cisteina) durante 1 hora em geladeira. O tamanbo dos explantes meristematicos
utilizados foi adequado e permitiu a sobrevivéncia dos mesmos apés inoculacio em meio de
cultura. A inoculaglio de um dnmico 4dpice meristemdtico caulinar em meio MS sem
fitorreguladores  favoreceu o desenvolvimento e crescimento normal de uma planta

{(matriz #n vitro}, a qual foi selecionada e multiplicada via brotacSes laterais.




CAPITULO I

INICIACAO, ESTABELECIMENTO E CULTURA DE RAIZES NORMAISE

TRANSFORMADAS COM Adgrobacterium rhizogeneses
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RESUMO

O estudo da viabilizacio ¢ da otimizagio de protocolos para produgio em lfarga escala
de importantes principios ativos ¢ exiremamente necessiria j4 que a majoria destes sfo
enconirados em baixissimos nivels nas plantas. O incremento da produco de alguns destes
metabolitos de interesse podena ser conseguido através do uso de téenicas biotecnolégicas,
como por exemplo a cultura de raizes normais e/ou transformadas geneticamente. No caso de
metabolitos produzidos pelas raizes, a cultura in vitro é uma metodologia que apresenta
fnimeras vantagens quanio ao 1solamento, identificagfo e extrac@o destes principios ativos. A
caltura de raizes transformadas através da inoculagho com Agrobacterium rhizogenes
apresenta a vantagem adicional da répida proliferagiio sem a necessidade da adigio de
fitorreguladores. Diversas metodologias foram desenvolvidas com a finalidade de se estudar as
condi¢Ses ideais para a iniciacfo, o estabelecimento e 2 cultura de raizes normais e
transformadas do genotipo superior de 4. annua. Para o estabelecimento das raizes normais o
meio MS solido for utiizado sem fitorreguladores ou suplementado com duas auxinas: AIB
(0,01 mg/L) e AIA (0,01 ¢ 0,1 mg/L). A influéncia das condigdes fotoperiodicas de cultivo no
crescimento destas raizes também foi investigada. Para tanto, as raizes em meio MS sélide
foram cultivadas sob duas condigbes: fotoperiodo de 16 horas ¢ escurc continuo. As raizes
transformadas foram obtidas através da inoculacsio de mini-estacas com as cepas 15834 ¢ 8196
de A rhizogenes. Cada ratz que surgiu no ponto de inoculagio foi isolada antes da etapa
seguinte, de desinfeccBo. Para esta etapa, trés antibioticos foram testados: cefataxime (100
mg/L), cefalexma.(1 g/L) e vancomicina (500 mg/L com gradual reduciio mensal para 250
mg/L e 100 mg/L). Foram obtidos 16 clones: FL, C1, C3, C5, C6, C7, C8, C10, C11, C12,
C14, C15 resultantes da inoculagBo com a cepa 15834 e C1#%, C2*, C3*, C4* resultantes da

inoculacdo com a cepa 8196, Para o culiivo das raizes transformadas foram testados guatio
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tipos de meios basicos sdlidos: MS, White, Bs ¢ Bs/2. Para a determinagio e comparagio das
taxas de crescimento dos clones bem como das rafzes normais, explantes radiculares foram
excisados das raizes transformadas ¢ normais cultivadas em meio MS sélido sob condicio de
escuro € transferidos para o meio MS Hguido mantido sob fotoperiodo de 16 horas. As raizes
normais guando cultivadas nos meios MS ¢ MS acrescido de 0,01 mg/L de AIR apresentaram
um bom crescimento. Notou-se a formagio de calos basais ¢ diminuicio do crescimento destas
raizes quando cultivadas nos meios acrescidos de AlA, em ambas as concentragSes testadas.
Quanto as condigbes de cultivo, observou-se maior crescimento guando as raizes foram
cultivadas sob escuro continuo. A metodologia de transformacio utilizada foi um sucesso, Das
cepas de 4. rhizogenes utilizadas, a 358323 revelou-se mais virolema que a2 2196, A
confirmagéo da transformacfo genética por “Dot Blot™ ndo foi possivel apenas para as raizes
dos clones C1 e o CZ%. O cefotaxime, na concentracio de 100 mg/L, foi o antibidtico mais
eficiente quanto a descontaminagfo das raizes e o {inico que néo prejudicou o crescimento e
desenvolvimento normal das mesmas. Dos meios basicos testados, o MS foi o que mais
favoreceu o crescimento das raizes transformadas bem como o aparecimento de raizes
secundarias. Foram obtidos trés tipos de fenétipos de raizes transformadas: “raizes em
cabeleira”; raizes finas e sem ramificagbes e um fendtipo diferenciado caracterizado por raizes
engrossadas com aspecio semethante a calos obtido exclusivamente para o clone C14. O
crescimento das raizes transformadas foi sempre maior que das raizes normais, nos trés fendtipos
observados. Dos clones obtidos, os clones C6, C7 e (8 foram os que apresentaram maiores
taxas de crescimento quando as raizes foram cultivadas em meio MS liquido. Amostras das
raizes pertencentes a estes clones foram secadas e armazenados em “freezer” para as analises

quimicas posteriores.
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1. INTRODUCAQ

As raizes sfo Orglos heterotrdficos, de forma que muitos processos s30 alterados, por
exemplo, quando um apice radicular ¢ isolade e transferido para um meioc de cultura
(Kerbawy, 1998). Hste fato se deve a instabilidade genética da cultwra de tecidos, pois as
exigéneias nutricionais e ambientais especificas da planta s3o maiores quando cultivada invisro e
diferentes das exigéneias da plania cultivada em campo (Grattapagha & Machado, 1998)
Segundo Nogueira (1999}, existem inlmeras vantagens da cultura de tecidos sobre a extracfo dos
metabdhitos secundarios direto das plantas e dentre elas podemos citar: 2 facilidade de separaciio
do composto de interesse devido a uma menor complexidade do extrato; a independéncia dos
varios fatores ambientas, incluindo clima, pragas, doengas e limitacbes geograficas e estacionais;
a otimizacBio dos parfimetros de crescimento e de produgic (meio, pH, luz, temperaturas, etc),
para forpecer 2 substincia de interesse em rendimentos mais elevados do que em plantas; o
controle € consequente reprodutibilidade das condigBes de crescimento em laboratério. Do ponto
de vista da fitoquimica, a utilizagio de raizes para trabalhos com metabélitos secundérios € mais
interessante que a utilizagBo da parte aérea, pois nas raizes a auséngcia ou limitada presenca da
clorofila e de substincias graxas facilitam o isolamento e purificacio dos compostos de interesse
(Dias, 1997). No caso de metabélitos produzidos pelas raizes, a utiizagiio da técnica de cultura de
raizes in vitro pode ser extremamente viavel Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a
composigdo nutritiva basica dos meios de culturas mais utilizados para este fim sioc o MS e o de
White. A adicio de fitorreguladores a estes meios, principalmente de auxinas, influenciam
sobremaneira © processo de enraizamento. Dentre as auxinas mais utilizadas para a
manutencdo e crescimento das raizes in vifro estdo o AlA ¢ AIB, sendo que as concentragdes
empregadas no meio de cultura, variam conforme a espécie. Concentragbes excessivas de

auxinas, normalmente levam a formagio de calos na base dos explantes, comprometendo,
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deste modo, a rizogénese. A suplementagio de auxinas pode incrementar o crescimento de
Taizes normais cultivadas in vitro, porém também podem causar modificaces significativas na
produgdo de alguns metabdlitos secundérios (Hashimoto ef af, 1986 Norton & Towers,
1986). Segundo Endress (1994}, os efeftos das auxines na producio de metabdlitos
secundérios tambem variam de acorde com o tipo e concentracio da auxina wtilizada, sendo
que alguns metabolitos so produzidos ou t8m sua produgio aumentada quando as auxinas
estio presentes em concentragdes muito baixas (0,01-0,2 pg/ml), enquanto que outros
requerem conceniragOes mais elevadas. O autor relata ainda que o uso de suxinas com aka
atividade fisiologica tem um especial efeito inibitéric em culturas em que os metabolitos
secundarios se acumulam paralelamente ao crescimento da cultwra /n vitro, sendo
recomendade, nestes casos, ¢ uso de auxinas de baixa atividade fisiologica. Além do uso de
fitorreguladores, outros pardmetros podem exercer grande influéncia na produgiio de diversos
compostos secunddrios, tais como: o uso de diferentes concentragdes de macro ¢
micronutrientes e de elementos bidticos ¢ abidticos; pH e grau de aeraglio; frequéncia de
agitagio dos frascos, condigles fotoperiddicas de cultivo e temperatura (Rokem & Goldberg,
1983, Roper ef ol , 1985,

A obten¢lo de raizes transformadas pela inoculagio de A. rhizogenes é uma
metodologia que tem sido muito utilizada uitimamente para obtengio de alguns compostos
secundarios em plantas. Muitos destes compostos possuem valor de mercado elevado,
justificando sua exploragdio mesmo para culturas com ecapacidade de sintese pequena
(Hamill et al., 1987). Em alguns casos, a transformagfio nfio afeta as quantidades relativas de
compostos secundarios sintetizados e as concentragBes geralmente se encontram nos mesmos
niveis que as raizes normais {Endress, 1994), sendo que as diferencas bésicas referem-se
iaxa de crescimento das culturas. O cultivo de refzes transformadas geralmente origina

culturas de crescimento mais rapido que as normais, sem a necessidade da utilizaciio de
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fitorreguiadores. O processo de inoculagio de Agrobacteriion em diversas espécies de plantas,
ocasionando 2 inserg@io de genes da bactéria a0 genoma nuclear da célula vegetal através da
transferéncia do T-DNA pode proporcionar mudancas no metabolismo destas plantas, uma vez
que os genes transfenidos se expressam de maneira estdvel. Esta expressfio ocorre somente
porgue todos os genes presentes no T-DNA, apesar de sua origem procariota, possuem sinais
de regulagBo que podem ser reconhecidos pelo sistema de transcricio eucariota vegetal
{Van Sluys et al., 1997; Brasileiro, 1993; Zupan & Zambryski, 1995; Ream & Gelvin, 1996).
No caso de 4. rhizogenes, a moculagio com diferentes cepas tem proporcionado resultados
distimtos tamto na induclio, taxa de crescimento e fendtipo das raizes como na regeneracio
destas raizes em plantas transg@mcas (Otani ef af, 1996) e na produgfio de alguns metabolitos
secundarios (Mallol ef @/, 2001). Segundo Capone ef ol (1989), Caboni e al (1996},
Otani ef al. (1996), e Mallol er al. (2001}, nas cepas produtoras de agropina, dois fragmentos
de T-DNA (TL-DNA-“left” e TR-DNA-“right”) sfio separadamente transferidos para o
material vegetal. A imtegracio do TL-DNA ao genoma da planta ¢ essencial para o
desenvolvimento das raizes transformadas. Os genes rol (A, B, C ¢ D) localizados neste
fragmento estdo envolvidos na formacho e inducdio da diferenciagho radicular, O TR-DNA
carrega genes que codificam a sintese de opinas ¢ auxinas. Apesar do TR-DNA nfo ser
essencial 2 formagBo de das raizes transformadas, tem sido demonstrado que os genes gux
inseridos neste fragmento de T-DNA proporcionam uma adicional fonte de auxina as células
transformadas (Mallol er al_, 2001). Dobigny er ol , (1995), nas cepas produtoras de manopina
e de cucumipina, o plasmideo pRi carrega apenas uma fragiio de T-DNA que codifica a sintese
de opinas e carrega os genes rol, ndo havendo genes codificadores da sintese de auxinas.
Drurante o processo de wransformacdo utilizando as cepas produtoras de agropina, pode haver
transferéncia, ao acaso, do fragmento TL-DNA, do fragmento TR-DNA ou de ambos para o

genoma da planta inoculada (Marie-Anne Van Sluys, comunicagio pessoal), originando clones
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com diferentes fendtipos ¢ diferentes balango enddgeno de homménios, influenciando em
muitos processos relacionados 2 transformagio.

A confirmagdo do cardter transgénico do material vegetal obtide a partic da
transformacBo genéfica pode ser reabizada por diversas analises biomoleculares. Para
transformagdes utilizando cepas de Agrobacterium produtoras de manopinas e cucumipina, o
teste de opinas pode ser utilizado com sucesso, pois estas cepas possuem um trnico T-DNA.
Porém, no caso de cepas produtoras de agropina, este teste nfo ¢€ eficiente, sendo recomendada
a uiilizagio de ountras andbses biomoleculares como o “Dot Blot” (Thomas, 1983), o
“Southern Blot” (Chen et al_, 2000; Ohara et 2/, 2000) ou o PCR {Vergauwe ef al., 1996a), O
“Dot Blot” permite uma analise molecular s;minquaﬁ’sitaiiva ou gualitativa fornecendo um
método rapido e eficiente de “screening” (Thomas, 1983), 35 ¢"Southern Blot", permite uma
analise mais detalhada e quantitativa. O PCR € uma metodologia que requer otimizacio em
relaco a espécie a ser analisada ¢ a diversos outras etapas da analise. Vergawe ef of. {(1996a)
observou que o PCR foi altamente influenciado pelo método de extraciio de DNA. Quando os
autores utilizaram ¢ método de extraciio de Stacey & Isaac {1994) obtiveram sucesso nas

reagbes de PCR em todos os casos, porém, quando utilizaram o métode de Dellaporta er af.

{1983) nfio obtiveram resultados positivos.
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2. OBJETIVOS

Fste capifulo teve como objetivo desenvolver metodologias para o estudo das
condighes ideais para a iniciagio, o estabelecimento e a cultura de raizes normais e
transformadas pela inoculagiio de mini-estacas do hibrido CPQBA 2/39 x PLS de 4. annna
com duas cepas de 4. rhizogenes (15834 e 8196). A finalidade da obtencZo da cultura destas
raizes in virro foi a aquisicio de explantes radiculares tanto para estudos da morfogénese como
para estudos quimicos relacionados a avaliagho da presenca dos terpenos de ineresse:

artemisinina, dcido artemisininico, dihidro-epideoxi-artenuina B e deoxiartemisinina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL £ BACTERIOLOGICO

Da planta matriz in vive (hibrido CPGBA 2/39 x PLS = genétipo superior) foi retirada uma
extremidade caulinar, a qual foi esterilizada e, posteriormente, levada & cimara asséptica para
o isolamento do apice meristematico caulinar. Este Unico 4pice meristematico caulinar foi,
entéo, inoculado em meio MS sélido e desenvolveu-se em uma tnica planta de aparéncia sadia
¢ bem enraizada (matriz in vitre), a qual fol multiplicada via brotagdes laterais dando origem
as demais plantas. Estas plantas foram novamente multiplicadas. Este processo se repetiu
mensalmente até a obtenclo de um banco contendo um némero adequado de “c6pias™ do
gendtipo superior in vitro. Deste banco de planias foram retirados os explantes radiculares
para os experimentos com as raizes normais ¢ os segmentos nodais para inoculagiio do
A. rhizogenes e estabelecimento e cultivo das raizes transformadas realizados neste capitulo.

Utilizou-se, como material bacteriologico, duas cepas de A. rhizogenes (3196 e 158343,
as quais foram gentilmente cedidas pela Dra. Marie-Anne Van Stuys do Laboratério de Biologia
Celular de Plantas do Departamento de Boténica da USP. As repicagens para manutencio das
bactérias foram realizadas periodicamente utilizando-se alga de platina, em placas de Petri de
9.0 cm de didmetro, cada placa contendo 10 mL de meio LB (Tabela IL.1). Apés cada repicagem
das bactérias as placas foram mantidas no escuro, a temperatura de 25°C = 2°C, durante cerca de
48 horas até o crescimento das coldnias. Em seguida, estas placas foram embruthadas em papel

aluminio e mantidas a 5°C em geladeira durante mais ou menos 30 dias até uma nova repicagem.
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Tabela IL1: Constituigio do meio LB utilizado pars cultivo das cepas 15834 ¢ 8196 de

A. rhizogenes.

Componenies Concentraghes
Bacto triptona 100gL
Extrato de levedura 5,00 ¢/l

Na(l 500gL

Difco bacto-apar 5,00 gL
NaOH 300 /L

Esteribizacio em autpclave 2 120°C e | atm durante 20 minntos e pH =73

3.2. RAIZES NORMAIS: ESTABELECIMENTO E CONDICOES FOTOPERIODICAS

BE CULTIVO invifro

Para o estabelecimento das raizes normais in vitro, explantes radiculares (pedacos de
raizes com cerca de 3 cm de comprimento contendo o apice) foram inoculados em frascos
Erlenmayers de 250 ml. contende meic MS liquido acrescido de diferentes tipos ¢
concentracGes de auxinas: meio M1 = MS; meio MZ = MS + 0,01 mg/LL de AIB; meio
M3 =MS + 0,01 mg/L de AIA e meio M4 =MS + 0,1 mg/L de ATA. G valor do pH dos meios
foi ajustado para 5.8 anteriormente a autoclavagem. Cada erlenmaver foi inoculado com
quatro explantes, sendo que o peso inicial do indculo para cada frasco foi de aproximadamente
16,0 mg Foram realizados quatro tratamentos com ofto repeticdes cada. Para todos os
tratamentos, as condi¢bes de cultive foram: temperatura de 25° % 2°C; luz branca
incandescente {intensiadade luminosa de 3000 mmolm™.s"), fotoperiodo de 16 horas e
velocidade do agitador orbital (New Brunswick) de 110 rpm. Apos 30 dias de cultivo, as
taizes foram retiradas dos frascos, lavadas em agua corrente e secadas em papel filtro para a

determinacio da massa de matéria fresca. Em seguida, estas raizes foram secadas em estufz a
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30°C + 2°C por 48 horas para 2 determinaciio da massa de matéria seca e, posteriormente,
armazenadas em congelador para as analises quimicas.

Para a determinagdo das condicBes fotoperiddicas de cultivo, os explantes radiculares
foram cultivados em “scale-up” dentro de frascos erlenmavers de 2000 mL contendo 860 mi
de meio MI. O peso inicial do inéculo para cada frasco foi de aproximadamente 150 mg
Foram inoculados oito frascos, sendo que guatro deles foram mantidos sob fotoperiodo de
16 horas e os restantes foram envoltos em papel aluminio, permanecendo sob condiclo de
escuro constante. Para este ¢ para os demais experimentos deste capitulo, a ifuminacfio, quando
utilizada, foi fornecida por 1ampadas brancas incandescentes de intensidade luminosa de 3000
mmol.m” s, A temperatura (25° + 2°C) e 2 velocidade do agitador otbital (New Brunswick -
110 rpmy) foram mantidas constantes em ambos os tratamerrios. Apds um perfodo de 30 dias de
cultivo, as raizes foram analisadas quanto as massas de matéria fresca e seca e, em seguida,

armazenadas para as analises qufmicas posteriores.

3.3. RAIZES TRANSFORMADAS

3.1.1. METODOLOGIA PARA O PROCESSO DE TRANSFORMACAQO

3.3.1.1. EXPLANTES UTILIZADOS INOCULACAO COM Agrobacterium

Plantas mantidas no banco do gendtipo superior i vitro com cerca de 5,5 cm de
comprimento foram removidas do meio nutritivo, sendo separadas mini-estacas da regido
mediana do eixo principal (explantes). As mini-estacas medindo cerca de 1,5 cm de comprimento
foram wutilizadas com ou sem a presenca de duas ou tés fothas. Em seguida, estas mini-estacas

foram colocadas com a extremidade basal para cima e a extremidade apical em contato com o
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4gar, conforme indicado na Fig. IL1, em meio de cultura estéril contendo apenas 4gua destilada e
4gar na concentragdo de 8,0 g/l., denominado meio MA (Tabela 11.2), sendo acertado o valor de
pH 5,8 anteriormente 3 autoclavagem. Para esta etapa foram utilizados frascos de vidro com 7.0
cm de altura por 3,5 om de difmetro.

Duas cepas de A. rhizogenes (8196 ¢ 15834) foram wtilizadas para 2 inoculagBo das
mini-estacas. Cada uma destas cepas foi inoculada, separadamente, em 16 mini-estacas. Cada
frasco continha duas mini-estacas inoculadas. O controle consistiu de mini-estacas ndo inoculadas
com nenhuma das duas cepas de 4. rhizogenes. Para a noculacho, as mini-estacas foram retiradas
do frasco com o auxilic de uma pinga, colocadas em contato com a colnia de bactéﬁas €
recolocadas, fogo em seguida, dentro do frasco original. Todo este procedimento foi executado
no interior de uma camara de fluxo laminar HLFS1Z marca Veco. O matenial de 4 annua
moculado com os Agrobacterium fol mantido & temperatura de 25 + 2°C, sob fotoperiodo de
16 horas. Os frascos contendo mini-estacas ndo inoculadas (controles) foram mantidos sob estas

mesmas condicdes de cultivo.

Tabela 11.2: Composicio do meio de sustentacio MA utlizado para o cuitivo das mini-estacas

ndo moculadas (controles) e inoculadas com 4. rhizogenes.

Componentes Concentragfes
Agua destilada 1,06 L
Difco bacto-égar 500g

Esterilizagio em antoclave 3 120°C ¢ 1 atm durante 20 munutos e pH =358
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3.3.1.2. ISOLAMENTO DAS RAIZES OBTIDAS APOS INOCULACAO COM

A. rhizogenes

Apts a moculagio das mini-estacas de A annua com 4. rhizogenes comecaram surgir
primércdios das rafzes no ponto de inoculagio. Fstas rafzes, guando crescidas com cerca de 1 em
de comprimento, foram excisadas e, posteriormente, transferidas isoladamente para placas
contendo reio sotido MS/Z acrescido de antibidtico visando fmpedir o crescimento ¢ profiferacio
do A. rhizogenes.

Nesta fase de descontaminaciio e isolamento das rafzes foram testados tr8s antibidticos:
o cefataxime (marca comercial Claforan) utilizado na concentraciio de 100 mg/l. de meio de
cultura, o cefalexina (marca comercial Unifio Quimica) utilizado na concentracio de 1 gleo
vancomicina (marca comercial Lilly) utilizade na concentracio de 500 mg/L na noculagiio, 250
mg/L na primeira repicagem ¢ 100 mg/L na segunda repicagem. Os meios de cultura foram
distribuidos em placas de Petri de 9,0 cm de diametro, para onde se transferiu as raizes excisadas
das mim-gstacas de 4. annua. Delimitou-se, com caneta, o comprimento original {comprimento
zero) de cada uma das rafzes no verso de cada placa. Estas placas foram mantidas no escuro
temperatura de 25°C + 2°C. A parte crescida destas raizes foi excisada e colocada em meio solido
MS/2 novo contendo o mesmo antibidtico. As repicagens foram realizadas duas vezes em

mtervalos de 30 dias.
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3.3.2. CULTIVO DAS RAIZES TRANSFORMADAS EM DIFERENTES MEIOS

BASICOS

Apbs tés passagens por meln de cultura comtendo antibidtico, as raizes que j2 se
apresentavam livres de gualquer contaminacio pelo 4. rhizogenes passaram a ser cullivadas em
meio MS solido sem a adigBo de antibidtico e de ftorreguladores. Cada clone o1 individualizado
e inoculado separadamente em placas de Petri diferentes. Estas placas foram mantidas no escuro
e as repicagens foram realizadas a cada 30 dias. Deste estoque, foram selecionados, ao acaso,
quatro clones, sendo dois oblidos pela transformacfio com a cepa 15834 e dos, pela cepa 8196
Destes clones foram retivados os explantes (raizes com aproxunadaments 3,0 cm de comprimenio
contendo © dpice € pesando aproximadamente 0,07 mg) Estes explantes foram, emfio,
transferidos para placas de Petr1 contendo quatro tipos de meios basicos solidos: MS; White; BS
e B5/2. Os recipienies foram, entfio, mantidos & temperatura de 25 = 2°C sob condiglo de escuro
continuo. Apds 30 dias de cultive, as raizes de cada clone foram retiradas dos meios de cultura,
levemente enxugadas em papel {iliro e pesadas para 2 obtengdo das massas de maténa fresca. Em
seguida, estas raizes foram mantidas em estufa & 30 °C £ 2 °C por 48 horas e pesadas para a
obtenclio das massas de matéria seca. As massas de maténa {Tesca e seca obtidas em cada meio

de cultura testado foram a média dos quatro clones de raizes selecionados.

3.3.3. CULTIVO BAS RAIZES TRANSFORMADAS EM MEIO LIQUIDO PARA
DETERMINACAC DASTAXAS DE CRESCIMENTO DOS CLONES OBTIDOS
Explantes de aproximadamente 3,0 cm de comprimento foram exsisados da extremidade
apical das raizes transformadas cultivadas em meio MS solido mantidas ne escuro ¢ transieridos
para o meio MS Hquido. O meio foi distribuido em frascos erlenmayers de 250 mi., na proporgio

de 100 ml de meio para cada frasco. Os recipientes foram, entfio, mantidos sob agitagio
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constante em agitador orbital New Brunswick (110 rpm), & temperatura de 25°C = 2°C sob
fotoperiodo de 16 horas. Foram estabelecidos trés frascos para cada clone: FL, CI, C3, s, C6,
C7. C8, C10, Ci1, C12, C14, C15 (inoculados com a cepa 15834) e C1¥%, C2%, (3%, C4%
(inoculaclos com £196). Trés frascos foram inoculados com rafzes normais e utitizados como
controle. O indculo inicial fol colocado em tubo Eppendorf e pesado anteriormente a
inoculag@io dos mesmos nos frascos contendo o meio Hquido. O peso inicial dos indcules foi
de aproximadamente 4 mg. Apos 30 dias, a taxa de crescimento das ralzes para cada clone fol
estimada pela razfio: peso fresco obtido apds 30 dias de cultivo / peso fresco inicial do moculo.
Posteriormente, amosiras contendo o material de cada clone foi secado em estufa ¢ armazenado

separadamentie em “freezer” para posteriores analises quimicas.

3.3.4. VERIFICACAQC DA PRESENCA DE pRi NAS CEPAS DE A rhizogeneses

UTILIZADAS

Para a verificacio da presenca de pRi nas cepas 15834 e 8196 de A rhizogenes
utilizadas no processo de obtenclio das raizes transformadas, ambas as cepas foram moculadas
em placas de Petri contendo meio seletivo AT (Tabela I1.3), o qual continha manopina como
{inica fonte de carbono. Estas placas foram mantidas no escuro por 48 horas e, em seguida, ¢
crescimento das bactérias neste meio especifico foi investigado. Este teste foi realizado antes da

inocula¢io das bactérias nas mimi-estacas de 4. annua.
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Tabela 11.3: Constituigio do meio seletivo AT utilizado para o cultivo das cepas 15834 e 8196 de

A. rhizogenes.

Constituintes Concentraches
KHLPO, 109G3,0 mg/
;\fig804?}120 36{},@ mgf?;
Fel0. 7,0 50 mgfi
Calh 21,0 10,0 mg/l
MBCEQ.QHQG 27{} mgf 1
{(NH4 80, 1.0 mgl
Extrato de fevedurs 50,6 mg/l
Dhfco bacto-agar 20,00 gl
Manopina 2,00 mg/ml

Esterilizaciio em auioclave 3 120°C e | atm por 30 minntos e pH = 7.3

3.3.5. ANALISES BIOMOLECULARES

3.3.5.1. EXTRACAO DO DNA VEGETAL

A extragdo do DNA das raizes moculadas com 4. rhizogenes (cepas 15834 e 8196) foi

realizada segundo metodologia descrita por Fulton er o/ (1995). Esta metodologia se consistiu

de uma mini preparagdo de DNA vegetal simples e répida, apropriada para quantidades de

material entre 50 e 100 mg. No entanto, neste trabalho, se utilizou quantidades menores que
30 mg (entre 20 e 30 mg). O material vegetal foi transferido para tubos Eppendorf de 1,5 ml |
pesado e macerado em nitrogénio liquido até a obtencgio de um pé fino. Adicionou-se, entio,
200 ul de tamp3o microprep (Tabela H.4) e continuou-se macerando até obtenglo de um
material homogénio. Em seguida, foram adicionados mais 500 ul. de tampio microprep em

cada tubo, agitando-se levemente para depois incuba-los a 65°C por 90 minutos em
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banho-maria. Apés este periodo, adicionou-se aproximadamente 650 ul de uma solugdo de
cloroférmio:isoamilico (24:1), agitando-se Ievemente e depois, centrifugou-se o material a
10000 g por S minutos (“Superspeed RC-5B Sorvall, rotor HS-47) para separago das fases.
Apbs a centrifugacio a fase aquosa foi transferida para movo tube Eppendorf (1.5 mi)
adicinando-se 2/3 a 1 vez o volume com isopropanoc! gelado. Cada tubo foi entfio lentamente
invertido varias vezes para provocar uma precipitaciio do DNA. O precipitado foi recuperado
ap6és uma nova centrifugacio a 10000 g a 5 minutos (“Superspeed RC-5B Sorvall, rotor
HS-4™), descartando-se o isopropanol e lavando-se ¢ “pellet” com etanol 70 % para retirar o
resto de sais existentes. Os tubos eppendorf foram colocados sobre a bancada em pape! filiro
na posicio invertida por aproximadamente 1 hora até secagem do “peliet”. O DNA precipitado
foi ressuspendido em 50 uL de tampiio TE (10 mM Tris, pH 8 + 1 mM EDTA, pH 8) e, em
seguida, incubado a 65°C por 15 minutos. Nova centrifugaglio foi realizada a 10000 g por 10
minutos. A remogdo dos residuos contaminantes de RNA foi feita por adigio de RNase A
(USB, Amersham Life Science} as amostras na concentragdo final de 50 pg/mi., seguida de

incubacio em banho-maria a 25°C durante 10 minutos. O material foi entfo mantido a 4°C.

Tabela 11.4; Constituico do tampfo microprep utilizado durante a extragio do DNA vegetal

Componentes Concentragles
a. Tampdo de extragio S ml
b. Tampio de lise SmbL
¢. Sarkosyl 5% 2 mL
d. Bissulfito de sddio 0,04 g

a. Tampio de extracio para 100 mL: 0,35 M de sorbitol + 0,1 Tris-base + 5 mM EDTA. O pH do
tampdo deve ser igual a 7,5.

b. Tampdo de lise para 100 mL: 0,2 Tris (pegar 10 mL do estoque de 2 M) + 0,05 MEDTA + 2 M de
NaCi+ 2 % CTAR.
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3.3.5.2. ESTIMATIVA DA CONCENTRACAQ DE DNA OBTIDA

Fara estimar a concentragio de DNA obtida apds a extraclo foi reabzada uma
eletroforese em gel de agarose, comparando-se os extratos obtidos com padrio de DNA de
bacteridfagos A (A100 = 100 ng/ul.). O DDNA foi separado em gel de agarose 0,8 % diluido em
tampdo TBE (1 M Tris, pH 8+ 1 M Acido Bérico + 20 mM de EDTA, pH 8) 0,5 %, durante
aproximadamente ! hora sob corrente de 50 V (23 mA). Para a revelacio o gel foi corado
com 5 ul. de Brometo de etideo 5 mg/L diluido e 20 mL de agua destilada durante 20
minutos, sendo posteriormente lavado em 4gua destilade por pelo menos 30 minutos,
agitando-se de vez em quando. A visualizacdo do DNA ¢ a estimativa da concentragio obtida

{oi possivel apds a exposigho do gel 4 luz ultra-violeta.

3.3.5.3. OBTENCAO DO FRAGMENTO DE DNA PARA MARCACAO RADIOATIVA

DA SONDA

O plasmideo pl9a contém um fragmento de 3,6 Kpb da regifio T de pRi de
A. rhizogenes clonado no sitio de restricio BamHI. Este foi o fragmento de DNA selecionado
para a utilizacdo como sonda na analise atraveés de “Dot Blot™. Para obtengfo do fragmento, o
plasmideo p1%a foi hidrolisado com endonuclease BamHI, seguindo as instrugSes do fabricante
{(“New England Biolabs™), e, a banda de 3,6 Kpb foi isolada do gel e purificada com o uso do
“Kit GFX™ PCR DNA and Ge! Band Purification” (“Amersham Pharmacia Biothech™). O
fragmento de DNA purificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8 % ¢ sua
concentracio foi estmada pela utilizacho de um marcador de concentragio de 100 ng

(Fig. 1L.2).
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3.3.5.4. MARCACAQ RADIOATIVA DA SONDA

A sonda utilizada nesta marcagio foi um fragmenio de DNA da regifio T de pRy, de
3.6 Kpb digendo pela endonuciease de restrigho BamHI Foram unlizados 100 ng de sonda e a
desnatiragio do DNA foi feita a 100°C dwamie 2 mimstos. A incorporagio do
desoxirribonucleotideo radioative (o7 “P)dCTP foi realizada utilizando-se o “Kit Multiprimer”
para marcagfo radioativa (marca comercial Gibceo), em reacdo a 37°C durante 1 hora. Para
eliminacio dos nucleotideos nfio incorporados durante a reaglio utilizou-se coluna de Tesing
Sephadex G-50 fina, equilibrada com o sampdo TE/SDS (10 mM Tris, pH & + 1 mM EDTA,
pH 8 + 0,5 % SDS) por onde foi passada 2 sonda. A atividade utilizada de sonda por membrana

foi de 4 x 10° com/mL de solucio de hibridaclo,

3.3.5.5. ANALISE DO DNA POR “DOT BLOT”

Para a preparacio da membrana foram obtidas amostras de 5 uL contendo cerca de
500 ng de DNA ndo digeride extraido de cada clone. As amostras de DNA foram desnaturadas
por aquecimento, tendo sido submetidas & temperatura de 95°C durante 5 mimutos ¢ Jogo 2 seguir
resfriadas sobre gelo durante 2 mimutos. Estas amostras foram aplicadas sobre membrana de
nyion (“Gene Screen Plus hybridization fransfer membrane”, marca comercial DuPont) em duas
aliquotas de 2,5 uL. Além das amosiras de DNA das raizes, foi aplicado come controle positivo
uma amostra de DNA de raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme)
transtormadas com 4. rhizogenes (Morgante, 1997) e como controle negativo uma amostra de
DNA da mesma espécie vegetal, porém nfo transformada. Como sonda foi utilizado o©

fragmento do plasmideo piYa. Apos a secager fotal das amostras a membrana foi colocada
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durante 5 mimutos em uma soluglio desnatrante (1,5 M NaCl + 0,5 M NaOH), sendo logo a
seguir transferida para a solugfo de neutralizagfio (1,5 M NaCl + 0,5 M Tris HCI pH 7.5), onde
permanecey por mais 5 minutes. Apos este periodo a membrana foi retirada da soluclo ¢
colocada para secar sobre papel de filtro, onde foi deixada até que estivesse completamente seca.
Numaz etapa seguinte, a membrana foi previamente umidecida com SS8C 2x sob agitagfio
durante 2 minwos. Em seguida, foi realizada uma pré-hibridagfio incubando-se a membrana em
solugdo de hibridagdo (SSC 5x + 0,5 % SDS + 1 % Leite em po desnatado - Molico) a 65°C sob
agitacio durante 24 heras. O volume da soluglio de hibridagio, em ml., foi igual a 20 % da area
da membrana, em cm’. Apbs este periodo de pré-hibridacfio, um volume de sonda marcada
radicativamente fo1 desnaturado aéigienanéo»se 173 do volume da sonda de NaOH 10 N durante
5 minutos, sendo logo a seguir neutralizado por adigfo de | volume de Tris | M pH 8.0 duramte
% minutos. O volume obtido foi adicionado 4 solucho de hibridagho. O processo de hibnidacBo
prosseguiu apds a adigio da sonda mantendo-se a membrana em incubagdo 24 horas a 65°C sob
agitacio. Apos a retirada da membrana da solugfio de hibnidago procedeu-se as lavagens para
eliminaciio da sonda nfio hibridada. Primeiramente foram realizadas duas lavagens em SSC2x 2
iemperatura ambiente durante 5 minutos sob leve agitaghio. Apéds as duas lavagens, quando
verificados os niveis ainda elevados de radiagio, foram realizadas mais duas lavagens em solugfo
de SSC 2x + 1 % SDS 2 65°C durante 30 minutos. A membrana lavada foi exposta a um filme de
raio X em chassi com intensificador, mantido em “freezer” a - 70°C por tempo varniavel de acordo
com o sinal obtido. A revelacio do filme foi feita por imersfio durante 3 minutos em revelador,
seguida de imers3o por 2 minutos, em dgua e por 5 mimutos em fixador, sendo entdo lavados em
4gua corrente por 30 a 40 minutos e colocados para secar. O filme de raio X, as solugdes de

revelagio e fixa¢o foram fornecidas pela Kodak.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAG

4.1. RAIZES NORMAIS: ESTABELECIMENTO E DETERMINACAQ DAS

CONDICOES DE CULTIVO

Raizes cultivadas nos meios M1 (MS) e M4 (MS + 0,01 mg/L de AIB) apresentaram
malor crescimento em relacBo as raizes cultivadas nos demais meios (Fig. 113}, Notou-se uma
diminui¢8o do crescimento das raizes guando cultivadas nos meios acrescidos de AlA. Além
disso, observou-se a formacho de calos nas bases destas raizes. Isso sugere que o balango
endogeno auxina/citocinina das raizes estania favorecendo um bom crescimento das mesmas
em meio MS liquido sem 2 necessidade da adigfio de auxinas exdgenas. A adigSo de pequena
quantidade de AIB (0,01 mg/L}, que ¢ uma auxina de baixa atividade, ndo interferiu no
crescimento das raizes, a0 passo que a mesma quantidade de AIA uma auxina de maior
atividade, diminwin significantemente o crescimento, além de favorecer o aparecimento de
calos. A presenca destes calos basais além de interferir no crescimento das raizes, pode
provocar variagfes somaclonais indesejéveis (Ammirato, 1983). Caponi ef ol (1996) utilizou
estes dois tipos de auxina (AfA e AIB) para estudos de inducfio de raizes transformadas com
A. rhizogenes € cbservou que 58,6% de enraizamento foi induzido guando utifizou-se meio
livre de auxina exogena; 62,5% de enraizamento foi induzido quando wtilizou-se 10 pM de
AIB e nenhum enraizamento foi induzido quando 10 M de AIA foi utilizado, havendo apenas
formagdo de pequenos calos.

(Quanto as condigles fotopeniodicas de cultivo, pdde-se observar que as raizes
cultivadas em meio MS liqudo mantidas sob fotoperiodo de 16 horas apresentaram-se mais
espessas, € com coloragio branco-esverdeada, enquanto que as raizes cultivadas sob condicBes

de escuro total, apresentaram um fendtipo diferente, pois eram bem fininhas e tinham
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4.2. VERIFICACAO DA PRESENCA DE pRi NAS CEPAS DE 4. rldizogenes

UTILIZADAS

Durante o processo de fransformacio genética, apls a integracio e expressio do T-DNA
no genoma da planta hospedeira, as céiulas contendo esse T-DNA passam a produzir & excretar
opinas (aminodcidos e derivados de agtcares) que s8o consumidas especificamente pela bactéria
colonizadora (por exemplo: cepas produtoras de octopina podem metabolizar octopina, mas ndo
nopalina, enquanto cepas produtoras de nopalina metabolizam nopaling, mas nfio octopma). As
diferentes cepas de Agrobacterium ¢ seus plasmideos sfo classificados de acordo com a principal
opina encontrada nos tecidos transformados (Birot ef al, 1987, Hooykaas & Schilperoort, 1992),
visto que a bactéria nfio coniém nem sinietiza as opinas. Por exemplo, a cepa 8196 de
A. rhizogenes induz a produgio € ¢ armazenamerto na planta infectada de manopina, enguanto a
cepa 15834 induz a produclio e armazenamento de manopina e agropina (Otani ef of , 1996).
Ambas estas cepas contém genes esponsavels pelo catabolismo de manopina no plasmideo pRi.
Assim, quando moculadas em meio seletivo contendo esta opina como {mica fonte de carbono,
s#0 capazes de metaboliza-la e wtiliza-la como fonte de energia, carbono efou nirogénio, para Seu.
crescimento normal, desde que seu pRI esteja presente ¢ mtegro. Com base nestas informagBes,
as cepas de A rhizogenes 15834 e 8196, utilizadas para transformacgfo genética das raizes neste
trabalho, foram iestadas quanto a presenca de seus plasmideos pRi sendo inoculadas em meio AT
{Tabela 11.3), contendo manopina como mica forde de carbono. Apods quarenta e oito horas da
inpculagfo, observou-se © crescimento normal de ambas as cepas no meio seletivo, fato que
indicou que ambas apreseniavam seus piasmideos indutores de rizogénese e estavam, portanto,

aptas ao processo de transformagio genética das plantas de 4. annua.



4.3. TRANSFORMACAO

4.3.1. VIRULENCIA DAS CEPAS 15834 E 8196

Apds a inoculagio das mini-estacas de A anpua com A. rhizogenes comegaram a surgir
primérdios das rafzes no ponto de inoculacio. Inicialmente verifica-se um inchago na regiio da
inoculago, que wansforma-se mais tarde em raizes diferenciadas (Fig. 114). A cepa 15834
revelou-se mais virulenta do que a cepa §196. Sete dias apds a inoculag8o com a cepa 15834
surgiram raizes em 73 % das estacas, sendo gue a meédia do nimero de raizes por estaca foi de
7,87 £ 1,17 O surgmmento de raizes nas estacas inoculadas com a cepa 8196 ocorreu em
quatorze dias € em 30 % das estacas. A média do nimero de raizes por estaca fol de
3,37 £ 0,98 (Fig. IL5). Segundo Otani ef al. (1996), diferencas na viruléncia foram observadas
em muitas combinagbes plantas-cepas de bactérias. David & Tempé (1988) concluiram que
cepas produtoras de agropina {como a 15834) foram mais virulentas que cepas produtoras de
manopina {como a §196} em plantas de couve-flor. Dobigny er al. {1995} observaram que a
resposta da formacio de rafzes em explantes canlinares de batata variaram conforme a cepa de
Agrobacterium utilizada, sendo que a cepa produtora de cucumopina (NCPPB 2659) foi mais
virnlenta que as cepas produtoras de agropina ¢ manopina.

Observou-se uma forte influéneia da presenga de folhas nas mini-estacas de 4. annua
em relagiio 4 resposta de produco de raizes (Fig. 11.4). Apds a moculacio de ambas as cepas
de A. rhizogenes nas mini-estacas contendo duas ou trés folhas, houve uma maior producgo de
raizes do gue nas mini-estacas sem folhas. E conhecido da literatura que as folhas sdo
produtoras de muitos hormdnios vegetais, inclusive auxinas (Jacobs, 1961; Shabde &
Murashige, 1977, Torres er i, 1998). Segundo Endress (19943, o enraizamento ¢ altamente

influenciado por este hormdnio vegetal. A presenga de raizes, embora em pequena quantidade,
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nas mini-estacas no inoculadas (controles), sugere que o nivel endégenc de auxing produzido
pelas foihas destas estacas pode ter sido suficiente para proporcionar 2 formagio de algumas
raizes.

A obtengBo de brotos regenerados a partir de rafzes transformadas € um importante
pré-requisito para © sucesso na produgSic de plantas transgénicas através do uso de
A. rhizogenes. Segundo Otani ef al (1996), a utilizacfio de diferentes cepas influenciou na
frequéncia de regeneracio das raizes transformadas obtidas. Em seu trabatho, o autor observou
que a utilizagdo da cepa produtora de agropina (15834) resultou em uma maior frequéncia de
regeneracio de brotos de batata em comparacho com = utilizagio da cepa produtora de
mikimopina (A13). No presente trabaltho, no foi observada regeneraciio direta em nenhum
dos clones das raizes transformadas por ambas as cepes utilizadas. Para a espécie estudada,
A. annua, raizes transformadas foram obtidas com sucesso em diversos trabalhos, utilizando-
se diferentes cepas de A. rhizogenes {Weathers er af, 1994, Jaziri er al, 1995;
Baﬁezjee et al., 1997, Xie et al., 2000), porém, apesar dos esforgos, nenhum protocolo
eficiente para regeneraco destas raizes e obtencio de plantas transgénicas foi, até o momento,

Droposto.
4.3.2. ISOLAMENTO DAS RAIZES TRANSFORMADAS

Para o 1solamento das raizes transformadas das mini-estacas de 4. annua, padronizou-se
que a raiz a ser isolada deveria ter cerca de 1 cm de comprimento ou mais, pois raizes menores
além de apresentarem uma maior tendéncia a romperem-se durante o isolamento nfio cresciam de
forma satisfatona.

Os testes com os trés antibidticos tiveram o objetive de otimizar o meio de isolamento

para que fosse utilizado um antibidtico eficiente guanto a eliminacio da bactéria nas raizes.
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Segundo Vergauws e al. {1996b), o cefataxime (Claforan) tem sido um excelente agente
antimicrobiano para diversas cepas de Agrobacterium, no entanto falhou no processo de
regeneragio em Arabidopsis thaliona (Valvekens et of., 1988) e Brassica napus (De Block ef al,
1989 ¢ A amaua (Vergauwe er ol 1996a). A regeneracfio de brotos a parr de raizes
transformadas € um Importante pré-requisito para o sucesso da produgio de plantas transgénicas
pelo uso de 4. rhizogenes (Otani ef al., 1996). Como o estudo da morfogénese in viro das raizes
transformadas era um dos objetivos do capitulo TIT deste trabatho, optou-se por testar a utilizagdo
de outros anttbidticos (vancomicina e cefalexina) que, de acordo com alguns autores,
possivelmente nfo influenciariam no sucesso do processo de formagfio de brotos (Vergauwe ef
al.. 1996a; Vergauwe et al,, 1996b; Banerjee e af., 1997).

Tigs antibidticos testados, o cefotaxime, na concentragiio de 100 mg/l, foi o mais
eficiente quanto a descontaminagiio das raizes e o fnico gue ndo prejudicou o crescimento €
desenvolvimento normal das mesmas. A concentragio utilizada fo1 sugerida pela Dra. Marie-
Anne Van Shuys do Laboratério de Biclogia Celular de Plantas do Departamento de Bioci€ncias
da USP. Guando utilizou-se vancomicina na concentragio inicial de 500 mg/l, dimmuindo
graduaimente para 250 mg/L e 100 mg/L nas repicagens seguintes, as contamimagdes ndo
foram observadas no inicio, porém depois de dois ou tr8s subcultivos, os meios de cultura
Houidos tornaram-se wvos ¢ visivelmente contaminados. Segundo Vergauwe ef. af (1996a},
apesar de ndo interferir no processo de regeneragfio, o uso de vancomicina apresenia duas
desvantagens: o alto custo e a fraca atividade sobre Agrobacteria Gram-negativa. Fsta fraca
atividade leva a0 supercrescimento da bactéria na placa de Petri, o que prejudica o crescimento
normal das raizes. O uso de cefalexina na concentracio de 1 g/l ndo proporcionou a
contaminagdo das raizes, porém se mostrou extremamente prejudicial so crescumento das

mesmas. Somente 10 % das rafzes transformadas cresceram em mew contendo este

antibidtico, 0 gque sugere que, na concentracho utilizada, o cefalexina fol bastante oxico.
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Figura [1.4: Influéneia da presenca de folhas em mini-estacas de 4. onmwe com cercade 1,5 cm
de comprimento apds 7 dias da inoculacfio com a cepa 15834 de A rhizogenes nas
extremidades basais. No exemplo ilusirado nesta figura, {a) refere-sc a uma mini-estaca
contendo trés folhas a qual resultou no surgimento de 9 raizes no ponto de inoculagdo e (b)

refere-se a uma mini-estaca desprovida de folhas a qual resultou no surgimento de 4 raizes no
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4.3.3. CULTIVO DAS RATZES TRANSFORMADAS EM DIFERENTES MEIOS

BASICOS

Nenhum dos meios basicos solidos testados resulion em regencracio direta de brotos
a partir das raizes transformadas obtidas. Porém o meic MS foi o que mais favoreceu o
crescimento das raizes bem como ¢ aparecimento de ralzes secundarias. Observa-se que a
media arttmetica de matéria fresca obtida para as raizes cultivadas no meio MS foi quase duas
vezes maior do que a média obtida para as rafzes cultivadas no meio White, Nos demais
tratamentos ¢ crescimento das raizes foi desprezivel (Fig 116}, De acordo com os resultados
observados duranie o cultive das raizes transformadas nos meios de cultura basicos solidos,
estas foram tansieridas para meio fquido, optando-se pela utilizagio do meio MS, onde as
raizes apresentaram maior crescimento em meio s6lido. No caso de cultive em meio MS
Hquido, as raizes crescerarn mais rapidamente guando comparado ao cultivo em meio solido,

sendo que dobravam sua biomassa em aproximadamente 7 dias de cultivo.

4.3.4. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS E TAXAS DE CRESCIMENTO DOS
CLONES ORTIDOS

As caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas raizes obtidas apés a inoculacfio das
auni-estacas de 4. aanua com as cepas 15834 e 8196 de A. rhizogenes diferitam entre os clones
obtidos. O fenétipo e padrio de crescimento das “raizes em cabeleira”, caracieristico de rafzes
transtormadas em muitas espécies e considerado como marcador positivo da transformacio por
alguns autores (David ef of., 1984, David & Tempé, 1988 ¢ Van Sluys, 1999) foi obtido apenas
para os clones VL, U5, L6, U7, C8, CiZ, CI3. Estes clones, quando cultivados em meio M5
liquido sob fotoperiodo de 16 horas, apresentaram raizes com coloragiio branco-amareladas e
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espessura media (Fig, 117}, J os clones C2, C3, C10, C11 {incculados com a cepa 15834y e C1¥,
(2% (3% e C4* (inoculados com a cepa 8196), quando cultivados sob as mesmas condigdes,
apresentaram-se finas e sem ramificagBes, com coloracio bege. Um dos clones obtidos pela
moculacio com a cepa 15834, o clone Cl4, apresentou um fendtipo diferente caracierizado por
raizes engrossadas com aspecto semelhante a calos (Fig (L.8) Raizes transformadas com
fendtipos diferentes também foram obtidas por Mallol ef al. (2001). Os autores sugeriram gue 08
genes aux desempenham uwm significante papel na morfologia das raizes transformadas de
Panax ginseng. Estes autores estudaram a integracdo dos fragmentos de TL-DNA e TR-DNA do
pRi A4 no genoma das ralzes e constataram gue o gene aux era sempre detectado nos fendtinos
tipicos de “raizes em cabeleira” e nos fendtipos de raizes engrossadas semelhantes a calos.

O crescimento das raizes wansformadas foi sempre maior que das ralzes normais, nos
trés fendtipos observados. A Fig. 119, ilustra a taxa de crescimento dos clones obtidos. A taxa de
crescimento para cada clone fo1 estimadas pela média dos valores obtidos em cada frasco da
raziio: peso fresco apés 30 dias de cultivo / peso do fresco inicial do indculo. Cbserva-se que o5
clenes com fendtipo de “raizes em cabeleira™ (FL, C5, Co, 7, C§, CiZ, C!5) e o clone Cl14,
gue apresentou fendtipo de raizes semelhantes a calos, apresentaram malor CresCmento que o8
clones de rafzes sem ramificagio. Os clones que apresentaram taxas de crescimento e
caracteristicas fenotipicas semelhantes ao padrdo caracteristico de raizes transformadas para a
espéoie A annua foram individualizados, secados em estufa a 30°C + 2°C por 48 horas ¢
armazenados em “freezer” para futuras analises quimicas. A escoiha destes clones para as
analises quimicas se baseou em relatos da literatura nos quais a quantidede de alguns metabélitos
secundarios foi aumentada em ralzes com taxas de crescimento e fendtipos tipicos de “raizes em

cabeleira” (Moyano ef of., 1999, Mallol et &, 2001
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Figura 11.7: Fendtipo caracteristico de rafzes em cabeleira obtido para os clones FL, C§, C8, (7,
C8, C12, Ci5. Estas raizes foram transformadas a partir da inoculaclio com a cepa 15834 ¢

cultivadas em meio MS liquido desprovido de fitorreguladores, sob agitagio continua (ciclos de

110 rpm), fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°C £ 2°C.




Figura 118 Fendtips diterenciado observade para o clone Cl4 caracterizado por raizes
engrossadas e com aspecto semelhante a calos. Estas raizes foram transformadas a partir da
inoculag@o com a cepa 15834 e cultivadas em meio MS lguido (sem fiorreguladores), sob

agitacio continua (110 rpm), fotoperiodo de 16 horas ¢ temperatura de 25°C £ 2°C.
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4.3.5. ANALISES BIOMOLECULARES

A caractenizacBo molecular do matenal teve como objetivo evidenciar a passagem do
material genético da bacténia para a planta, tendo sido selecionados 16 clones, sendo 12 clones
moculados com a cepa 15834 e 4 clones inoculados com a cepa 8196, Partindo-se de raizes com
30 dias de cultivo fol feita a extracio de DMNA dos exiratos dos clones a serem analisados baseads
comparacdo com o padrdo de concentragdo de 100 ng/ul para as trés amostras das raizes
transformadas, sendo gue o DNA obtido por esta metodologia apresentou-se bastante puro ©

TE
g
A

integro {Fig 10.10). A andlise molecular dos clones inoculados com as cepas 13834 e 8156 de
A. rhizogenes o1 realizada através de "Dot Blot”. Nesta metodologia, o DNA de cada clone fos
extraido em quantidades semelhantes e depositado diretamente sobre uma membrana de
“naylon” e esta foi submetida a uma hibridaciio molecular com sonda marcada com 150t0po
radioativo (32F). A sonda utilizada foi um fragmento de 3.6 kpb, obtide da digestio co
T-DNA do pRi com a endonuclease BumHI A exposi¢io da membrana a um filme de raio X
revelou gue os clones FL, C3, C3, C6, C7, C8, C1y, C11, C12, Cl4, C15 (inoculados com a
cepa 15834) e C1*, C3%, C4# (inoculados com a cepa 8196) sdo transgénicos. Tais evidéncias
confirmam que essas raizes isoladas apds inoculagdo com ambas as cepas de dgrobuacierium
foram originadas a partir da transformacéc genética mediada pela bactéria. A confirmagio ndo
foi obtida para os clones C1 (inoculado com a cepa 15834) e C2* (inoculado com a cepa
§196). Como a transformagfio caracteriza-se pela passagem ¢ integragio de T-DNA da
bactéria para o genoma da planta, apds a hibridag@o espera-se um sinal positivo nas amostras
de DNA das raizes, que seria resultante da Tigacfo dos nucieotideos marcados da sonda aos

fragmentos do T-DNA existentes nas raizes transfomadas. Por outro lado, o controle negativo

ndo deveriam se hibridar com a sonda, nfio apresentando, asshim, nenhum sinal wnpresso no
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filme de raio X Como pode ser visualizado na Fig I1.11, as amostras de raizes transformadas
apresentaram o sinal posilivo representado pelas manchas impressas no filme de raio X, ¢ as
amostras dos clones Cl e C2%, bem como do controle negativo (DNA de planta nfo
transformada) ndo apresentaram sinal algum.

O “Dot Blot” permite uma analise molecular apenas semi-quantitativa, sendo que a
extensfo da hibridagfio para cada mancha de DNA ¢ avaliads, apés a impressdo do filme, por
comparagio visual da iniensidade e do didmetro aparente das manchas com um padrio
{Sambrook ef af, 1989), Com o emprego desta metodologia, geralmente ufiliza-se amostras
com quantidades de DNA semelhantes ¢ nfio exatamente iguais ¢ origina-se manchas de
tamanho varidvel, nfio sendo possivel obler-se medidas quantifativas precisas, conseguindo-se
entretanto determinar a expresséo do gene desejado, por comparagio relativa. Esta téonica &,
porianto, especialmente conveniente quandc sfo necessdrias apenas estimativas semi-
guantitativas fornecende um método répide e eficiente de triagem. Para uma analise mais
detalbada e quantitativa, os dados obtidos neste trabathe deverfio ser refinados futuramente

atraves do uso de "Southern Blot™.
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5. CONCLUSOES

{0 estabelecimento das raizes normais foi obtido com sucesso quande estas raizes
foram cultivadas no meio MS desprovido de fitorreguladores Neste meio as rtaizes
apresentaram um bom crescimento durante 30 dias de cultivo. A condicio de escuro continuo
favorecey um maior crescimento das ralzes normais em comparacfo com a condicdo de ciclo
uz e escuro {fotoperiodo de 16 horas) A metodologia de transformacde wiilizada mostrou-se
adeqguada tendo sido obtidas raizes transtormadas a partir da inoculaco de mini-estacas do
gendtipo superior de 4. gnmua com ambas as cepas de 4. rhizogenes. No entanto, 2 cepa 15834
revelou-se mais virulenta que a 8196, sendo que dos 16 clones obtidos, 12 clones foram
resultantes da moculagio com a cepa 15834 ¢ apenas 4 foram resultantes da inoculagdo com a
cepa 14834, A confirmacgfo da transformacio genética por “Dot Blot” ndo foi possivel apenas
para as raizes dos clones C1 (cepa 15834) e o C2* (cepa 8196). Dos antibidticos testados na
fase de descontaminagio e isolamento das rafzes apés a inoculaglo com Agrobacterium, o
cefotaxime, na concentracfo de 100 mg/L, fo1 o mais eficiente quanto a descontaminacéo e o
Onico gue ndo prejudicou o crescimento ¢ desenvolvimento normal das mesmas. Dos meios
basicos solidos testados, o M5 soélido foi o que mais favoreceu o crescimento das raizes
transformadas bem come ¢ aparecimento de ralzes secuadé.rias.\ Foram observados {rés tipos
de fendtipos de raizes transformadas: raizes em cabeleira, raizes finas e sem ramficagdes e um
fenétipo diferenciado caracterizado por raizes engrossadas com aspecto semethante a calos obtido
exclusivamente para ¢ clone Cl4. No meie MS liguido desprovide de fitorreguladores, o
crescimento das raizes transformadas for sempre maior que das raizes normais. Dos clones
obtidos, os clones €6, C7 e C& foram os gue apresentaram matores taxas de crescimento.
Amostras das raizes pertencentes a estes clones foram secadas e armazenados em “freezer” para

as analises quimicas posteriores.
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CAPTTULO T
OBTENCAO DE CALOS A PARTIR DE RAIZES DE 4. annue TRANSFORMADAS
COM AS CEPAS 15834 E 8196 DE A. rhizogenes: ESTUDOS DA MORFOGENESE

in vitro
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RESUMO

Este capitulo objetivou os estudos fisioldgicos relacionados a formacio de calos € ao
processo morfogenético utilizando como explantes iniciais raizes transformadas 3 partir da
inoculagio de mini-estacas do hibrido CPQBA 2/39 x PL5 com as cepas 15834 (Explantes A)
e 8196 (Explantes B) de 4. rhizogenes (Capitulo 11} A partir dos calos obtidos foram
reahzadas andhises prehiminares através de CCD com a finalidade de se avaliar a presenca dos
terpenos de imteresse (artemisinina, dcido artemisininico, dihidro-epideoxi-artenuina B e
dioxiartemisining).

Para a formag8o dos calos, diversas interagBes enire ANA ¢ BA foram testadas, sendo que
as que mais favoreceram a formag8o e o tamanho dos calos obtidos forar: 0,01 mg/L de ANA
+ 1,0 mg/L. de BA (Tratamento T9) e 0,02 mg/L. de ANA + 1,0 mg/l. de BA (Tratamento
T10). Estes tratamentos foram os methores independentemente do tipo de explante radicular
utilizado como fonte inicial de indeulo para ¢ processo morfogenético.

Os maiores crescimentos dos calos, indepententemente dos explantes radiculares
atilizados, foram observados quando estes foram transferidos para meio MS solido,
desprovido de auxina, acrescido de agua de coco e suplementado com 5 mg/L (tratamento
T15) ou 6 mg/L. {Tratamento T16). O usc de um inibidor de auxina (TIBA) na concentragio
de 5 mg/L, mndependentemente ou em combinacio com altas concentracdes de BA (6 e 10
mg/L) bem como de outros fitorreguladores tais como GA; (10 mg/L) e zeatina (2 mg/L) ndo
possibilitou a visualizagio macroscopica de brotos. A relagdo auxina/citocinina favoravel ao
processo de regeneragio de brotos nio foi observada.

As andlises quimicas preliminares dos calos obtidos revelaram 2 auséncia dos ferpenos de

interesse estudados neste trabalho.



1, INTRODUCAO

Alguns metabolitos secundérios de fnteresse podem ter sua producfio aumentada através
de técnicas biotecnologicas. No caso de A armuwo, algumas ferramentas tais como cultma de
celulas e tecidos vegetais i vitro t8m sido utilizadas, porém, sem grande sucesso, na fentativa de
incrementar a producSio de artermisining, wm sesguiterpenc antimaldrico de grande interesse
comercial (Paniego & Giulietti, 1994). Nos dltimos anos, foram obtidos progressos no uso de
métodos moleculares para a producgiio de metabdlitos secundarios. Um destes métodos seria a
obtencfo de raizes transformadas gemeticamente através da inoculaglo com 4. rhizogenes.
Segundo Brasilewro & Dus: (1999), a2 rapida proliferagiio das raizes transformadas com
A. rhizogenes sem o uso de substincias reguladoras de crescimento e a alta produgio de alguns
metaboélitos especificos tornam este sistema vantajoso. No entanto, os produtos sfio limitados
aqueles normatmente produzidos pelas raizes. Metabolitos normalmente sintetizados em partes
clorofiladas da planta, para serem produzidos nas raizes, requerem um sistema de
transformacdo com a insergho de um gene especifico ou entfio a regeneracio destas raizes
transformadas para a obtengdio de plantas transgénicas (Brasileiro & Dusi, 1999). Para algumas
especies, como Arabidopsis thaliana, a regeneracBo diveta & partir destas raizes transformadas ¢é
facilmente obtida (Tepfer ef al, 1990). Outras espécies, como Lycopersicon esculentum var.
cerasiforme (Peres er af, 2001) e Crotalaria juncea L (Ohara et al., 2000} exigem modificactes
apropriadas no meic de cultura e obtengo de calos para posterior regeneraciio. Para 4. annua, até
o presente momento, ndo foi constatado um protocolo eficiente para obtengio de plantas
transgénicas a partit da tegeneragdo das raizes transformadas, ¢ que poderia indicar a
recalcitrancia desta especie (Weathers er ol, 1994; Jaziri ef of, 1995; Chen ef af., 1998). Um
maior conhecimento fisiolégico dos mecanismos envolvidos no processo de regeneraciio

contribuwina para contornar o possivel problema relacionado ao fator genético da recalcitrincia
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desta espécie. Para regeneracfio a partir de raizes transformadas via A rhizogenes, diversos
fatores devem ser levados em consideragio. Um destes fatores seria a escotha das cepas de A.
rhizogenes uiilizadas durante o processo de transformacfio. Segundo Otani ef gl {19963, as
cepas produtoras de agropina transferem separadamente dois fragmentos de T-DNA: o TL-DNA,
que carrega os genes rol essenciais ao desenvolvimento das rafzes transformadas € o TR-DNA
que carrega 0s genes de produciio de opinas e de sintese de awxinas (Mallol er ol., 2001). Esta
fonte adicional de auxina endégena pode provecar um desequilibrio hormonal afetando a relacio
auxina/crtocmina, interferindo, assim, no processo de regeneracio destas rafzes.

O antibiotico utilizado durante a descontaminaciio das raizes transformadas € outro
fator que pode interferir mo processo de formag@io de brotos ¢ regemeragdo. Segundo
Vergauwe ef al. {1996a}, o cefataxime (Claforan) € um excelente agente antimicrobiano para
diversas cepas de Agrobacterium, porém falhou no processo de regeneracio de 4. annua, bem
como de Arabidopsis thaliana e Brassica napus. Segundo Vergauwe er af, (1996b), o
antibidtico cefataxime exibiu um efeito semelhante a atividade auxinica nestas plantas gue foi
prejudicial ao processo de regeneracgdo das raizes. Mesmo com o aumento da concentragiio de
citocinina para compensar esta elevada atividade auxinica, nio houve a formacgio de brotos.

Em alguns casos, 2 regeneragfo de raizes transformadas com A. rhizogenes pode ser
influenciado também pelas alteracdes no nimero e/ou estnutura dos cromossomos, as guais
podem ocorrer durante a transformacio genética. Xu & Jia (1996), observaram que ocorreu uma
eliminagdo de cromossomos em raizes transformadas de Onobrychis viciaefolia e que esta
eliminagio aumentava com a idade da subcultura. Segundo os autores, a mudanga no niimero de
cromossomos das raizes transformadas durante as subculturas, sugere que a integracio do Ri
T-DNA promoveu a ehimmacdo de cromossomos. O nivel da eliminag8o parece estar ligado a

idade da subcultura. Esta perda de cromossomos, inclinande-se para a haploidizagfo, provocou o

gs



declinio gradativo da habilidade de diferenciagio espontinea direta de brotos 2 partir das rafzes

transformadas de (. vicizefolia com a cepa A; de A. rhizogenes.
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2. OBJETIVOS

Este capftulo feve como objetivos: aj os estudos fisioldgicos relacionados a formacfo
de calos € a0 processo morfogenético utilizando como explantes iniciais raizes transformadas
a partit da inoculagdo de mini-estacas do hibrido CPQBA 2/39 x PLS com as cepas 15834
(Explantes A) ¢ 8196 (Explantes B) de A rhizogenes, as quais foram obtidas no capitulo I
deste trabalho. b) as andlises quimicas preliminares dos calos obtidos para 2 avaliacio da
presenca dos terpenos de interesse (artemisinina, 4cido artemisininico, dihidro-epideoxi-

artenuina B e dioxiartemisinina),
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3L MATERIAL E METODOS

3L MATERIAL VEGETAL

Os explantes utilizados consistiram de pedacos de rafzes transformadas obtidas no
capitulo Il com aproximadamente 3 cm de comprimento e contendo o 4pice radicular. As
raizes, fontes dos explantes, foram cultivadas em meio MS liquido desprovide de
fitorreguiadores e sob temperatura constante de 25°C + 2°C e fotoperiodo de 16 horas. Os
explantes utilizados foram retirados de raizes transformadas 2 partir da inoculacio com a cepa
15834 (clones C1, C3, C4, C35, 06, C7, C8, C10, C11, C1Z, Ci4 e C15) (Explantes A) e de

raizes transformadas a partir da inoculacBio com a cepa 8196 de 4. rhizogenes {clones CI¥,

C2*%, C3* e C4%) (Explantes B).

3.2. INOCULACAO DOS EXPLANTES EM MEIO DE CULTURA SOLIDO:

ESTUDOS DA REGENERACAQ DIRETA

Para estudos da regeneracdo direta, ambos os tipos de explantes radiculares (A e B)
foram retirados das raizes transformadas e inoculados em placas de Petri contendo meio basico
MS solido desprovido de htorreguladores. O pH do meio foi zjustado para 5.8 antes da
aumtoclavagem (120°C e 1 atm). Foram realizadas repicagens mensais. Anteriormente a cada

repicagem, o surgimento espontéineo de brotos foi investigado.
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3.3. OBTENCAO DE CALOS: INTERACAO AUXINA/CITOCININA

Para a oblencho de calos, explantes A ¢ B foram transferidos para placas de Petr
comtendo ¢ meio MS sélide acrescido de diferentes combinacGes de BA e de ANA: Tl
(0 mg/L ANA + 0 mg/L de BA), T2 (0 mg/L de ANA + 0,1 mg/L de BA), T3 (0 mg/L de
ANA + 0,5 mg/L de BA); T4 (0,02 mg/L. de ANA + 0 mg/L de BA); T5 (0,02 mg/L de ANA
+ 0,1 mg/L de BA); T6 (0,02 mg/L de ANA + 0,5 mg/L de BA), T7 (Umg/L ANA + 1,0 mg/L
de BA), T8 (0,01 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BA);, T9 (0,01 mg/L de ANA + 1.0 mg/L de
BAY, T10 (0,02 mg/L de ANA + 1.0 mg/L de BA). As placas contendo os explantes foram
mantidas sob temperatura constante de 25°C £ 2°C e fotoperiodo de 16 horas. Observou-se,
em experimentos preliminares, que os calos formados tendiam g crescer predominantements
no sentido longitudinal, por este motivo, a area basal, neste caso em particular, foi um
parametro que traduziu relativamente bem o crescimento dos calos obtidos. Por isso, apos 30
dias de cultivo, os valores da média das 4reas basais {cm’) dos calos obtidos foi investigada.
Para tanto, utihzou-se folhas de papel milimetrado, as quais foram colocadas sob os calos,

efetuando-se, assim, as medidas das dreas basais.

3.4. ADICAOQ DE AGUA DE COCO E DE DIFERENTES DOSES DE BA

Os calos anteriormente obtidos foram repicados ¢ inoculados em meio MS sélido
acrescidos de 10 % de agua de coco e suplementado com diferentes doses de BA: Ti2
(1 mg/L), T13 (2 mgL); T14 (3 mg/L); T15 (4 mg/L); T16 {5 mgL) e TI7 (6 mgL). As
condi¢Bes de cultivo foram as mesmas do ftem 3.3. As areas basais dos calos miciaimente

inoculados foram de aproximadamente 1.0 cm’. Apés 30 dias, 2 taxa de crescimento dos calos
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foi estimada pela razio: 4rea basal dos calos (cm”) apbs 30 dias de cultivo / drea basal dos calos

inicialmente inoculados {cm®).

3.5. UTILIZACAQ DE TIBA, BA, GA; E ZEATINA

(Os calos obtidos no experimento do ftem 34, foram repicados e, posteriormente,
transferidos em meios MS sélidos nos seguintes tratamentos: HI (5 mg/L TIBAY H2
(5 mg/L TIBA + 10 mg/L GA3 ); H3 (5 mg/L TIBA + 2 mg/L. zeatina); H4 (5 mg/l TIBA +
10 mg/L. BA), H5 (5 mg/L TIBA + 10 mg/L GA; + 2 mg/L zeatina);, H6 (5 mg/L TIBA +
10 mg/L. GA; + 6 mg/L BA). O tamanho inicial (area basal} do calo inoculado e as condiches
de cultivo foram idénticas as do ftem 3.4. Foram realizadas repicagens mensais. Anteriormente

a cada repicagem, a presenga de brotos foi investigada.

3.6. OBTENCAQO DOS EXTRATOS E ANALISES QUIMICAS PRELIMINARES DOS

CALOS OBTIDOS

Todos os calos originados a partir de ambos os explantes (A ¢ B} e obtidos no ffem
3.5. foram reunidos em uma Unica amostra para a realizacio das andlises quimicas
preliminares. A extragio dos materiais foi realizada a frio e sob agitacio constante por 2 horas
em 3 etapas utilizando-se como solvente o diclorometanc (Marry Ann Foglio, comunicagio
pessoal). A quantidade de extrato bruto extraida foi: 86,7 mg. Para a CCD a aplicagio dos
extratos foi fetta com microsenings mas cromatoplacas de silica gel pama os padifes de
artemisinina, 4cido artemisininico, diidro-epideoxiartenuina B ¢ dioxiartemisinina. Estes padrGes
foram gentilmente cedidos pela Dra. Marry Ann Foglio da Divisio de Fitoquimica do CPQBA.

OUs cromatogramas foram desenvolvidos por corrida unidimensional ascendente de 10 om de

S0



comprimento, em cuba cromatografica € o sistema de solverte empregado foi: hexano: acetato de
etila (20 % v/v). Para a revelaglio dos cromatogramas utilizou-se anisaldeido. Apés a revelacdio as

placas foram aquecidas para permitir 2 visualizacfo dos resultados.
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4. RESULTADOS
4.1. ESTUDOS DA MORFOGENESE DAS RAIZES TRANSFORMADAS

Quanto a formacZo de calos, os tratamentos T9 (0,01 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BA) e
T10(0.02 mg/L. de ANA + 1.0 mg/L de BA) foram os melhores independentemente do tipo de
explame utilizado como indculo inicial para ¢ processo morfogenético. As médias dos valores
das areas basais dos calos obtidos nestes tratamentos foram respectivamente 8,05+ 0,26 (T9) ¢
10,35 £ 6,31 (T10), quando se utilizou explantes A ¢ 7,31 £ 0,56 (T9) e 9,11 £ 0,38 (T10),
guando se utilizou explantes B (Fig 111}

Quando os calos foram colocados em meio sélide MS desprovido de auxina ¢ acrescido de
doses crescentes de BA, os maiores valores de crescimento, estimados pela raziio 4rea basal
dos calos apos 30 dias de cultivo (¢cm”) / area basal dos calos inicialmente inoculados (emd),
forz.lm obtidos nos tratamentos TIS (5 mg/lL) e Ti6 (6 mg/L) para ambos os explantes
utilizados (A ¢ B). Para os explantes A, estes valores foram, respectivamente, 10,87 + 0,37
(T15) e 11,3 £ 0,46 (T16) ¢ para os explantes B, 9,48 + 0,68 (Ti5) e 11,08 = 0,47 (Ti6)
(Fig. 1.2}, A combinaglo do acréscimo de BA na concentracio de 10 mg/L e TIBA na
concentragdo de 5 mg/l TIBA ao meto MS (meio H4 - #tem 3.5} proporcionon o
aparecimento de algumas estruturas alongadas diferenciadas que emergiram dos calos bem

como pontos verde-escuros, os quais poderiam corresponder a gemas (Fig. 111.3).
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Figura 11.3: A seta mostra um exemplo do aspecto das estruturas alongadas diferenciadas que
emergiram de calos originados a partir de explantes retirados de raizes transformadas de um
clone especifico (clone C8) e mantidos no meio H4 (5 mg/L TIBA + 10 mg/L BA). As raizes
do clone C8& foram tmansformadas pela inoculagBo de mini-estacas de 4. annug com a cepa

15834 de A. rhizogenes.
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4.2. ANALISES QUIMICAS PRELIMINARES PARA AVALIACAO DA

PRESENCA DUOS TERFENOS DE INTERESSE NOS CALOS

Através das analises guimicas preliminares realizadas, com base nos resuliados obtidos na
CCD, podemos observar a auséneia dos ferpenos de interesse (arfemisinma, 4cido
artemisininico, dihidro-epidecxiarfenuing B ¢ dioxiartemisinina) no extrato da mistura de
calos transformados a partir da moculagio com ambas as cepas de A rhizogenes (15834 ¢

8196) utilizadas (Fig. [11.4).
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5, DISCUSSAC

5.1, ESTUDOS DA MORFOGENESE DAS RAIZES TRANSFORMADAS

Para a formagdo de calos utilizou-se ANA, pois de acordo Paniego & Giulietti (1994) e
Vergauwe ef al. {1996a) esta auxina sintética proporcionou a formagio de calos clorofilados e
mais compacios em 4. annuo, caracteristicas estas, favoraveis ao processo de regeneracdo.
Segundo estes autores, o uso de oulra awana siniética, como o 2.4 D, promoveu a obtengio de
indesejaveis calos fridveis com coloracio branco-amarelados ou marrons. A interac8o de ANA
& BA nas conceniragles dos tratamentos 79 (0,01 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BA) e T1O
{0.02 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BA) parece ter sido favordvel a formag3o e ao crescimento
dos calos originados a partir de raizes transformadas com ambas as cepas de 4. rhizogenes
(Fig. 1111} Estes calos se caracterizaram por serem verdes ¢ compactos. A comparagic das
areas basais dos calos ornginados a parttir de raizes iransformadas com a cepa 15834
{explantes A) e de raizes transformadas com a cepa 8196 {explantes B} revelou um incremento
no crescimento dos calos obtidos a partiv dos explantes A em todas as interagles de
fitorreguladores  testadas. Observou-se, ainda, que os explantes retirados das raizes
transformadas com a cepa 15834 de 4. rhizogenes (explantes A) formavam calos mesmo
guando colocados em meio MS desprovido de fitorreguladores (iratamento conirole T1). Este
fato poderia sugertr um alto nivel de auxina enddgena nestas raizes. Segundo Mallol er af.
(2000), cepas produtoras de agropinas como a 15834 podem proporcionar as células
transformadas ume fonte adicional de auxinas. Esta fonte adicional de auxinas pode tfer
favorecido um bom crescimenio das raizes e/ou calos mesmoe em meio desprovido de
fitorreguladores, no entanto, também pode ter ocasionado um desequilibrio hormonal

enddgeno, afetando a relacio auxina/citocining, dificultands, assim, o processo de formagio
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de brotos. Segundo Peres er al. (2001), rafzes transformadas de tomate mostraram
consideraveis diferengas morfogenéticas, quando comparadas com raizes nfio transformadas.
Os autores atribuiram estas diferencas 3 influéneia dos genes rol introduzidos dursnte o
processo de fransformaglo genética, os quals promoveriam um aumento da sensibilidade
hormonal interferindo, consequentemente, no processo de regeneracio de brotos a partir de
raizes transformadas.

Nenhum dos antibibticos utilizados para descontaminagfio das raizes obtidas no capitule 11
apos o processo de inoculacio com 4. rhizogenes proporcionou a formacéo de brotos direta ou
indiretamente. Dos antibidticos utilizados, o cefotaxime na concentraciio de 100 mg/L foi o
mais eficiente quanto a climinacho do A rhizogenes e o imico gue ndo prejudicou o
desenvolvimenio e crescimento normal das raizes. O uso de cefalexina na concentracio de
1 g/l foi eficiente quanto a descontaminacho das raizes, porém se mostrou extremamente
prejudicial ao crescimento das mesmas. Vancomicina, na concentragdo imicial de 500 mg/L
com gradual diminuiglo para 250 e 100 mg/L nas repicagens subsequentes, foi ineficiente
quanto a eliminacdo do 4. rhizogenes, pois foi observada 65 % de contaminagio. Segundo
Vergauwe ef. of (1996a) o uso de vancomicina apresenia duas desvantagens: o alto custo € 2
fraca atividade sobre Agrobacteriac Gram-negativa. FEsta fraca atividade leva ao
supercrescimento da bactéria, o que prejudica o crescimento normal das raizes. Segundo 0s
mesmos autores, o uso de derivados de penicilina {como a cefalexina) ¢ mais barato e eficiente
gue vancomicina, porém também falhou no processo de regeneracfio em 4. annua, sendo
recomendado apenas quando a produgiio de calos ¢ desejado como, por exemplo, no caso do
estabelecimento de cultura de células transformadas ou para o estudo de metabolitos
secundarios. Segundo Vergauwe ot al. (1996b), o antibidtico cefotaxime tem sido um
excelente agente anti-microbiano de racas de Agrobacreria, porém, assim como a cefalexina,

também falhou no processo de regeneracio tanto de 4. anmua como de drabidopsis thaliana e
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Brassica napus.. Os autores relatam que este antibidtico exibin wm efeito semefhante a
atividade auxinica em 4. gnnue e, mesmo aumentando a quantidade de citocininas visando
compensar esta acio similar a auxing nfo foi obtido sucesso na formaclio de brotos. A
hipétese de que alguns fatores tais como o aumento da sensibilidade hormonal conferida pelos
genes rol, a fonte adicional de auxina proporcionadza pelos genes de sintese deste horménio
(cepa 15834) e 2 intensificagfio da atividade auxinica devido ao uso do antibibtico cefotaxime
poderiam estar interferindo na relagio auxina/citocinina e dificultando, assim, o
estabelecimento do equilibrio hormonal necessario 20 processo de formacio de brotos levou 2
utilizagio de metodologias que pudessem vencer estes problemas. Neste sentido, foi elaborado
um experimento no qual todos os tratamentos contivham TIBA (um inibidor de auxina).
Porém, no presente trabalho, nem a utilizagdo de doses crescenies de BA independentemente
ou combinado com o uso de TIBA na concentracio de 5 mg/L foi suficiente para fornecer uma
relagio auxina/citocinina favordvel ao processo de formagio de brotos. Apesar dos esforgos,
até o presente momento, n&o foi constatado um protocolo eficiente para obtengio de plantas
transgénicas & partir de regeneragfio de raizes transformadas de A. amnua, o que poderia
sugerir uma recalcitréncia desta espécie (Jaziri ef of., 1995). H4 na literatura apenas um relato
de obtengio de planta transgénica de 4. annua & partir da regeneragio espontinea de uma
tmica raiz, pertencente a um cione especifico, a qual foi transformada a partir da inoculacgo
com 2 cepa Aq de 4. rhizogenes (Banerjee ef al., 1997). No entanto, este fato isolado parece ter
ocorrido a0 acaso e, neste caso, as metodologias utilizadas para regeneracfio das raizes
transformadas néo sdo representativas, ndic podendo, assim, serem repetidas ou utilizadas
como protocolo.

A hipétese de que alteragdes no numero de cromossomos das raizes transformadas
pudessem ter ocorrido durante as subcuituras, fato que, segundo Xu & Jia (1996), poderia

prejudicar o processo de regenerac3o, foi mvestigada Para tamto, amostras das raizes
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transformadas com idade de subcultivo de 12 meses obtidas no capitulo II deste trabalho foram
cedidas 4 Jilia Costa, aluna de mestrado do Departamento de Botanica da UNICAMP, que
realizou o monitoramento cromossdmico. Neste trabalho, Costa ef af (1999} concluiram que nfo
ocorreram aiterages nem no ndmero e nem na estrutura dos cromossomos das raizes |, sendo gue

o nirmero de cromossomos permaneceu idéntico ao das raizes normais.

5.2. ANALISES QUIMICAS PRELIMINARES PARA AVALIACAO DA PRESENCA

DOS TERPENQS DE INTERESSE NOS CALOS

As analises quimicas preliminares do extraio bruto dos calos por CCD revelou auséncia
dos sesquiterpenos de interesse (artemisinina, 4cido artemisininico, dihidro-epideoxi-artenuina
B e dioxiartemisinina) (Fig. Tl 4}. Jha er ol (1988) e Paniego & Giulietts (1994) relataram a
presenca, embora em quantidades muito pequenas, de artemisinina em tecidos indiferenciados
ndo transformados. Estas quantidades observadas nos calos declinaram a zero apos trés
subculturas (Paniego & Giulietti, 1994). Em calos primarios, as autoras observaram valores de
1.13 e 0.78 mg de artemisining, enquanto que nenhuma quantidade de artemisinina estava
presente em suspensdes celulares. Este rapido declinio da quantidade de artemisinina em calos
apos algumas subculturas poderia explicar, em parte, a total auséneia deste composto
observada em suspensSes celulares (Paniege & Giuletti, 1994; Van Geldre e al,, 1997).
Segundo alguns autores, a auséncia de muitos metabolitos em suspensdes celulares podena
estar relacionada a baixa diferenciagiio citoldgica (Ketel, 1986) e/ou = alta taxa de crescimento
das suspensbes celulares (Lindsey & Yeoman, 1985). Em muitos casos, a producdo de
metabolitos secundarios em plantas € restrita a tecidos ¢ drgfos especificos durante um
particular estadio de desenvolvimento. A diferenciacio morfologica das oélulas das plantas em

tipos especializados de células e tecidos é acompanhada pela diferenciagiio quimica, a qual
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estabelece uma rota metabolica levando & formaglio de produtos secundérios
{Croes er al., 1989). Segundo este autor, esta teoria ¢ sustentada pela observaco de que em
culturs de calos ou suspensbes celulares, que ndo sdo estruturas diferenciadas, ¢ metabolismo

secundario € frequentemente baixo ou compleiamente ausente.
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6. CONCLUSOES

Os estudos da morfogénese in vitro das raizes transformadas revelaram uma forte
tendéncia 3 recalcitrancia do hibrido CPQBA 2/39 x PLS de 4. arome quanto a formacio de
brotos tanto direta como indiretamente. A origem do explante radicular nfio interfeniu no
processe de regeneracio, pois tanio a ulilizaglo de explantes A, oriundos de raizes
transformadas com 2 cepa 15834, como a utilizagho de explantes B, oriundos de pedagos de
rafzes transformadas com a cepa 8196, nfio proporcicnaram a formacio de brotos.

A morfogénese das raizes transformadas com ambas as cepas de 4. rhizogenes inclinou-se
para 2 formaglo de calos. ( processo de formacio e crescimento dos calos foi favorecido pela
interagdo de ANA e BA nas conceniragdes observadas nos tratamentos T9 (6,01 mg/L de
ANA + 1,0 mg/L de BA) e T10 (0,02 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BA).

A hipétese de que a relago auxina/citocinina favoravel a formag#o de brotos foi altamente
influenciada por alguns fatores relacionados ao processo de transformacio genética, tats como
o aumento da sensibilidade dos tecidos vegetais conferida pelos genes rof; a fonte adicional de
auxina proporcionada pelo gene de sintese deste hormdnio no caso de cepas produtoras de
agropinas; a intensificagdo da atividade auxinica promovida pelo uso do antibidtico
cefataxime, parece ser viavel, uma vez que a regeneragic de brotos a partir de raizes
sransformadas com ambas as cepas de 4 rhizogenes nio foi observada. Nem o uso de altas
doses de citocininas combinado com o uso de um inibidor de auxina, o TIBA, parece ter sido

suficiente para promover uma relagio de horménios favorivel ao processo de regeneragio.
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CAPITULO TV

ANALISES QUIMICAS DAS RAIZES NORMAIS E TRANSFORMADAS DE

A. annua PARA AVALIACAO DA PRESENCA DE TERPENOS DE INTERESSE



RESUMO

Com =z finalidade de se avaliar a presenca das lactonas sesquiterpenicas de interesse
(artemisinina 1, 4cido artemisininico 3, dehidro-epideoxi-artenuina B 7, deoxiarterisinina 13},
foram obtidos os extratos das raizes normais e transformadas obtidas no capitlo If deste
trabalho, os quais foram analisados preliminarmente por CCD e posteriormente por CG/EM
em cromatégrafo a gas (HP 5890) acoplado 2 um detector de massas {(HF 5970). As analises
por CG/EM seguiram metodologia analitica e de aita sensibilidade para detecclo de terpenos,
a qual foi desenvolvida por pesquisadores do CPQBA/UNICAMP. O perfil cromatografico
dos extratos analisados foi comparado com o perfil cromatografico dos padrbes auténtico dos
sesquiterpenos de inferesse. A quantificag8o dos composios pPresenies nos extratos foi
realizada através de CG/DIC, sende que as mesmas condigbes de analise para lactonas
sesquiterpénicas utilizadas em CG/EM foram empregadas. Dos compostos estudados, 1, 3 ¢ 16
ndo foram detectados nos extratos das raizes normais e transformadas analisados. As analises
dos cromatogramas dos extratos das raizes normais cultivadas em meio MS Hquido desprovido
de fitorreguladores revelaram a presenga de dois picos com tempos de retencio 23.874 e
12.767 correspondentes aos compostos 7 e 14, respectivamente. Embora o composto 14 ainda
ndo tenha sido isolade e identificado, pelas caracteristicas do padréio de fracionamento obtidas
por CG/EM, podemos supor que este composto se trate de um terpeno. No cromatograma
observou-se dois compostos principais: o primeiro com ion molecular de 234 no seu
espectdometro de massas idéntico ao padréio auténtico de 7 e o outro com ion molecular em m/z
204, correspondente ao composto 14. Observou-se uma influéncia das condighes ambientais
(presenga ou auséncia de Iuz) na produgho destes dois terpenos de interesse nas raizes
normais. Assim, a producfic do composto nfio identificado 14 foi inversamente proporcional a

de 7. ou seja, sob condigiio de escuro continuo, quando o terpeno 7 foi intensamente
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produzido, o terpeno 14 foi detectado em pequenas proporgGes. JA na presenca de 16 horas de
fuz, as producbes dos dois compostos mencionados se inverteram. A quantificacio do
composto 7 por CG/DIC revelou um aumento de aproximadamente cinco vezes na producdo
deste composto nas raizes normais cultivadas sob condicéio de escuro total em relag8o as raizes
cultivadas na presenca de 16 horas de luz. A presenca de auxing no meio sob condigdes de 16
horas de luz resultou em alta produglo do composto nfo identificado 14, enguanto que a
producdo do composto 7 foi diminuida a tal ponto que nfio pdde mais ser detectada pela
metodologia empregada. Por esta mesma metodologia, as andlises quimicas realizadas
evidenciaram que apds a transformacfo das raizes com a cepa 15834 de Agrobacterium
rhizogenes, os clones resultantes selecionados (C6, C7 e C8) ndo apresentaram os terpenos de

ITHeresse.
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1. INTRODUCAO

Mos fltimos anos tem aumentado muito o interesse na pesquisa de plantas medicinais
com a finalidade de se estudar a viabilizagic e a otimizagio do protocolo de produgio em
larga escala de impertantes principios ativos (Tan ef /1998, Floryanowicz-Czekalska &
Wysokinska, 2000). A espécie 4. annua, planta alvo de estudo deste trabalho, se constitui
nurna rica fonte de lactonas sesquiterpfnicas. As lactonas sesguiterpénicas s80 quimicamente
distintas dos outros membros do grupo dos terpendides, devido a presenca de um sistema o~
metileno-v-lactona. Murtas delas contém carbonilas o, B-insaturadas, bem como epéxidos. Estes
grupos funcionais representam sitios receptores reativos para nuciedfilos biolégicos, tais como
tiol € os grupos amino das enzimas (Robbers ef ol., 1996). Isso confere um amplo espectro de
atividades biologicas a estes compostos, como por exemplo a to conhecida aglio antimalérica
conferida 3 artemisinina 1 (Robbers et al., 1996, Tan ef al., 1998; Bhakuni er al., 2001). Além de
1, outras lactonas sesquiterpénicas produzidas pela espécie 4. annue sio: amorfa-4,11-diene 2,
4dcido artemisininico 3, dcido dihidroartemisininico 4, 4cido dihidroartemisininico hidroperéxido
3, 4cido artemisininico hidroperéxide 6, dihidro-epideoxi-artenuina B 7, epideoxi-artenuina B 8,
artenuina-B 9, deoxiartemisinina 10, dentre outras {(Zaman & Sharma, 1991, Brown, 1992;
Robbers ef al., 1996, Bouwmeester ef al., 1999; Wallaart ef al, 2000). Segundo Foglio ef al.
(2002), os compostos 7 ¢ 14 demonstraram forte atividade antiulcerogénica nos modelos de
dlcera induzidos per indometacina e etanol comparavel a droga padriio carbenoxolona.
Segundo as pesquisadoras, o composto 7 inibiu o indice de lesbes ulcerativas em 94,5% no
modeio de dlcera induzida por indometacina, enquanto que o composto 10 apresentou 62,6%
de inibigio. No modelo de ticera induzida por etanol, ambos os compostos apresentaram 95%

de inibi¢io das lesdes ulcerativas em ratos. A atividade antiproliferativa destes compostos (7 e
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18) bem como de 3 também foi avaliada em cuitura de células tumorais humanas de mama
(MCF-7), mama rtesistente (NCIADR), pulmiio (NCi-460) ¢ melanoma (UACC), em
concentracdes crescentes de até 125 pg/mL (Kohn, er a/,2001). Segundo estes pesquisadores,
7 e 3 apresentaram seletividade para as linhagens MCF-7 ¢ NCI-460 enguanto gue 16
apresentou citotoxidade nfo seletiva.

H4 um grande inferesse econdmico no aumento da producic comercial de compostos
com importantes atividades biolégicas. No entanto, normalmente, estes composios séo
encontrados em baixissimos niveis na planta. A conceniracdo do composto 1 em 4. annua, por
exemplo, situa-se entre 0,1 e 1% do peso seco, dependendo da origem geografica da planta
(Wallaart ef ol., 2000). Além disso, a complexidade guimica, de 1 em particular, torna inviavel
ecopomicamente, a sintese deste composto, sendo, assim, 2 plania 4. gnnug, considerada a Gnica
fonte comercialmente possivel de extracio deste sesquiterpeno lacidnico para formulagles de
medicamentos (Van Geldre e al, 1997, Bouwmeester ez al., 1999). Diversos esforgos tém sido
realizados no sentido de se obter maiores quantidades de metabolitos de interesse nas plantas.
Uma das possibilidades para otimizago da produgfio destes compostos seria atraveés do
melhoramento convencional e selego genética em campo. Outra possibilidade seria o uso de
técnicas biotecnolégicas, tais como: o cultive de plantas in vitro, o cultivo de suspensbes
celulares ¢ o culttvo de raizes normats e/ou transformadas geneticamente através da inoculacio
de A. rhizogenes. Uma outra alternativa utilizada para este fim seria 2 engenhania da rota
metabolica dos compostos de interesse { Wallaart ez al., 2000). Entretanto, para alguns compostos,
como por exemplo, 1, o caminho biossintetico ndo tem sido completamente elucidado. Segundo
Bouwmeester ef al. (1999), ¢ primeiro passo do caminho biossintético de 1 em 4 amymaa seria a
conversiio do farnesil pirofosfato 11 a wm sesquiterpeno intermediario identificado como amorfa
411 diene 2 através de uma enzima com caracteristicas de sesquiterpeno sintetase denominada

amofz 4,11 diene sintetase. Em seguida, o citocromo P-450 catalizaria 2 hidroxilacBo do C12 de 2
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produzindo o 4lcool artemisininico. Este 4icool poderia, entdo, ser oxigenado duas vezes no C12
pela agio do citocromo P-450 produzindo o 4cido correspondente, o 4cido artemisininico 3. Em
seguida, 3 seria reduzido a0 4cido dihidroartemisininico 4 atraves da enzima écido artemisininico
redutase. Muftos autores tém demostrado que 4 ommug comverte 3 e 4 em ariernisimina 1
(Sangwan ef al., 1993; Wallaart ef al, 1999a). Segundo alguns autores (Foglio, MLA., 1996,
Wallaart ef al., 1999a; Wallaart ef al., 2000) os contetidos destes sesquiterpenos bem como dos
Sleos essenciais variam entre plantas de 4. amnua de diferemies origens geograficas, as quais
resultam em diferentes quimiotipos. Wallaart er a/{2000) encontraram altos niveis de 1 e dede
relativamente baixos miveis de 3 em guimiotipos origindrios do Vietn#l, enquanio que nos
quimiotipos origingrios da China e Buropa, ocoreu ¢ mnverso. Segundo estes autores, 2
observacio de altos niveis de 3 nos quimiotipos originarios da China ¢ Europa, pode indicar a
presenca de um obstaculo no caminho biossintético de 1, justamente na reducfio enzimatica de 3
em 4 pela enzima 4cido artemisininico redutase. A partir de 4 todas as outras conversdes até 1
seriam ndo enzimaticas e sim oxidativas ou fotooxidativas. Estes autores constataram ainda que
plantas com altos niveis de 3 continham também altos niveis de 9 ¢ 6, enquanio que plantas com

alios niveis de 4 continham apenas 7.
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2. OBJETIVOS

Com 2 finalidade de se comprovar a eficacea das metodologias empregadas para a
otimizacio do protocolo de produco, foram realizadas andlises quimicas para a avaliagio da
presenca dos terpenos de interesse (artemisinine 1, dcido amemisininico 3, , dihidro-epidioxi-
artenuing B 7, deoxiartemisinina 180) nas raizes normais ¢ transformadas obtidas e cultivadas

in vitro conforme as metodologias descritas no capitulo I deste trabaibo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DOS EXTRATOS PARA AN ALISES

QUIMICAS

Amostras de taizes normais e fransformadas obtidas conforme metodologias descritas
no capitulo T deste trabatho foram utilizadas para a realizagio das andlises guimicas com a
finalidade de se avaliar a presenga dos terpenos de interesse. As raizes normais analisadas foram:
raizes cultivadas em meio MS liguido desprovido de fitorreguladores sob fotoperiodo de 16 horas
(N1); raizes cultivadas em meio MS Hquido desprovido de fitorreguladores sob condiglo de
escuro continuo {NZ) e raizes cultivadas em meio MS Hquido acrescido de 0,01 mg/L de AIB sob
fotoperiodo de 16 horas. Para 25 andlises quimicas das rafzes transformadas, trés clones foram
selecionados, clones C6, C7 e C8 (Fig. I 9). Baseado na literatura, os critérios de selegdo
utilizados para a escotha destes clones foram altas taxas de crescimento ¢ fendtipos tipicos de
raizes em cabeleira (Moyano ef al., 1999, Mallol ez al., 2001). Os trés clones selecionados foram
obtidos pela inoculagio de mini-estacas de 4. annua com a cepa 15835 de 4. rhizogenes. Estes
materiais j4 secos foram, entdo, retirados do “freezer” onde estavam armazenados e submetidos
imediatamente & maceracdio ¢ & extraciio a frio e sob agitagBo constante por 2 horas em 3 etapas
utilizando-se como solvente o diclorometano (Foglio er al., 2002). A concentraciio dos extratos,
sobre pressio reduzida em rotavapor, forneceu os seguintes extratos diclorometénicos: 33,9 mg
para raizes normais N1, 50 mg para rafzes normais N2; 33 mg para raizes normais N3, 38 mg
para raizes transformadas do clone C6; 43 mg para raizes transformadas do clone C7 e 57 mg

para raizes transformadas do clone C8.



TIFICACAO DOS SESQUITERPENOS DE INTERESSE

3.2. ISCLAMENTO E IDER

(s padrbes auténticos dos compostos 1, 3, , 7 e 18, utilizados para o desenvolvimento
deste trabalho, foram isolados e identificados a partir de extratos das partes aéreas do hibrido
CPQBA 2/39 x PLS de 4. annua cultivado em campo durante o projeto Fapesp 99/00262-6
elaborado e executado por pesquisadores do CPOBA. Os compostos 7 ¢ 10 foram

identificados pela comparago de seus dados espectrais com os da literatura (Brown, 1992),

ADA DEL.GADA

3.3. ANALISE QUALITATIVA POR CROMATOGRAFIA DE CAM

(CCD)

As cromatografias de camada delgada (CCD) foram efetuadas em cromatoplacas de
Silicagel 60 F254 (Merck 1.05554). A elui¢io das cromatoplacas foi realizada com um
sisternas de solventes hexano/acetato de etila 20 % (v/v). Para a visualizacho dos resultados
utilizou-se o revelador anisaldeido (acido acético/H2ZS04/0-anisaldeido {50:1:0,5), seguido de

aquecimento em estufa Corporation Precision (110°C, 5 min.).

3.4. ANALISE QUALITATIVA POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG/EM)

Os extratos ¢ substncias puras (padrdes auténticos) foram diluidas em acetato de etila
ou metanol e analisadas por cromatografia gasosa capilar acoplada a um detector de massas
(CG Hewiett Packard 5890, senie I1, diretamente acoplado a um detector seletivo de massas
Hewlett Packard 5970, equipado com uma coluna de silica fundida WCOT, 30m x 0,25 mm,

DB-1 ou DB-3, ou similares). As condicSes de andlise para lactonas sesquiterpénicas foramy
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4. RESULTADOS

4.1, ANALISES PRELIMINARES POR CCD

As analises quimicas preliminares realizadas através de CCD revelaram a presenga de
= was Taizes normais cultivadas em meic MS sem adiciio de fitorreguladores sob ambas as
condicBes de cultivo: fotoperiodo de 16 horas luz e escuro constaste. Porém no exirato das
raizes cultivadas sob escuro constante, a mancha com RF = 0,51, correspondente ad composio
7, aparecen mais intensa, sugerindo maior concentracio deste composto nesias raizes
{Figura [V. Za). A placa contendo ponto misto do padrdo auténitco de 7 e do extrato das raizes
cultivadas sob escuro continuo pdde confirmar & presenga do composto 7 neste extrato
(Figura IV. 2b),

Na Fig. 1V. 3, podemos observar que as manchas com coloraglo, formato e Ris
correspondentes aos padrBes auténticos de 1 (RF=0,24), de 3 (RF=028) ¢ de 10 (RF = 0,26)
a0 foram visualizadas nos extratos de nenhuma das rafzes cultivadas in vifro. Nas raizes
sransformadas a mancha correspondente ao composto 7 (RF = 0,39) também nde toi
visualizada.

Uma mancha com caracteristicas idénticas ao padriic auténtico do composto § sitosterol 13 foi
visuatizada no extrato de todas as raizés cultivadas in vitro, nclusive das raizes transformadas

(Fig. IV.4).
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Fig. 1V.2. Analises quimicas preliminares por CCD para 2 avaliagiio da presenga dos terpenos
de interesse nas ralzes normais de 4. cmnuae obtidas ¢ cultivadas in vitre conforme
metodologias descritas no capfiulo I (a) Placa para comparacio dos padrfes auténticos de
artemisinina 1, dcido artemisininico 3, dihidro-epidioxi-artenuing B 7 & deoxiartemisinina 10
coim os sxtratos de ralzes normais cultivadas sm meio MS desprovidos de fitorreguiadores sob
fotoperiodo de 13 horas (M1) ¢ sob condicdo de escuro continuo (N2). {b) Ponto misto para
confirmagio da presenga de 7 no extrato de raizes normais cultivadas em meic MS sob
condicio de escuro continuo. M representa o pento misto, onde foram colocadas quantidades
semelhantes de ambos os exiratos (padrio auténiico do composio 7 ¢ raizes cultivadas sob
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4.2. ANALISE QUALITATIVA POR CG/EM

A presenca do composto 7 nas rafzes normats cultivadas i vifro foi confirmada por
comparacio do seu perfil cromatografico com o do padrio autdntico deste composio
(Fig. IV.5) que foi gentilmente cedido pela Dra. Mary Ann Foglio. A anahise do exirato destas
raizes por cromatografia gasosa, revelou um pico A com tempo de retengdo 12.767 minutos ¢
no espectémetro de massas, foi obtido um ion molecular em m/z 234 idéntico ao do padrao
auténtico do composto 7. Um outro pico B com tempo de retengdo 23 874 minutos foi
detectado o extrato destas raizes. No espectro de massas foi observado um fon molecular em
m/z 204, Pelas caracteristicas do padrio de fracionamento observado por CG/EM deste
composto ainda nfo identificado 14, podemos sugerir que se trata de um terpeno. No extrato
das raizes cultivadas sob fotoperfodo de 16 horas, pela comparagio dos dois picos {AeB)
obtides nos cromatogramas, podemos observar que a concentragdio do composto 14 for bem
rmaior que a concentragdio do composto 7 (Fig. IV, 6). O inverso ocorreu no extrato das raizes
cultivadas sob escuro continuo, pois nesta condigdo, o teor do composto 7 fot superior ao teor
do composto 14 (Fig. IV.7). A suplementacio do meio MS com uma suxina de baixa attvidade
fisiolégica (AIB) na concentragdo de 0,01 mg/L nfio interferiu na produgio do composto 14,
pois este composto foi detectado em quantidade aprecidvel no extrato das raizes normais
cultivadas neste meio, sob fotoperiodo de 16 horas. No entanto, o cultivo destas raizes neste
meio sob estas condigbes parece ter influenciado intensaments a produgio do composto 7,
diminuindo seu teor a tal ponto que 0 pico A, correspondente a este composto, ndo pode mais
ser visualizado por CG/EM (Fig. IV.8).

Nio foi verificada a presenca de nenhum dos terpenos de interesse (1,3,7, 10 e 14)
através das andlises por CG/EM das raizes transformadas (clones selecionados C6, C7 ¢ 8}

O perfil cromatografico do extrato das raizes transformadas do clone (% indica 2 presenga de

179



um pico C com tempo de retengfio 19.454 correspondente 3 wm composto contaminants do
solvente organico, o fialato 15, e um pico D com tempo de retenglio 20.577, correspondente a
wm outro composto ainda nfio identificado 18, o qual provavelmente também pertence a classe
dos terpenos. Nos espectros de massas aparece um fon molecular em m/z 149 correspondente

a0 fralato 15 e um fon molecular em m/z 220 {Fig IV.9)
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Figura [V.9: Perfil cromatografico do extrato das raizes transformadas (clone C8) cultivadas
em meio MS desprovido de fitorreguiadores e sob fotoperfodo de 16 horas obtido no
cromatégrafo a gas (HP 5890) acopladc a um detector de massas (HP 35970}
{a} Cromatograma contendo pico D com tempo de retengfio com tempo de retenglo 20,977
minutos correspondente a um outro composto ainda nfo identificado 16, (b) Hspectro de

massas com fon molecular em 220 correspondente ao composto 16
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43, ANALISE QUANTITATIVA POR CG/DIC

A quantificacio de 7 nas raizes normais mantidas sob diferentes condigBes de cultivo
pbde ser realizada através de CG/DIC. Por esta metodologia pudemos constatar que © teor de
de 7 nas rafzes cultivadas sob condigiio de escuro constante foi cinco vezes superior aquele

observado nas raizes cultivadas sob ciclo de luz e escuro (Tabela IV.1).

Tabela IV.1: Teor de dihidro-epideoxi-artenuina B 7 detectado por CG/DIC em raizes normais
cultivadas em meio MS sob fotoperiodo de 16 horas tuz (N1) e sob de escuro continuo (N2).
As alturas sio valores do eixo v (Figura IV 1), Estes valores, quando substituidos na equacio
da reta: y = 31658x — 1167.5, nos revelam os valores de x, correspondentes as concentragdes

de 7 em cada amosira.

Amostras Alturas  ConcentragBes (mg/L)

N 2521 0,12

N2 18978 0,64
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5, DISCUSSAD

As anadlises guimicas das raizes cultivadas em meios MS acrescido de AlA nas
concentragbes de 0,1 e 0,01 mg/l nio foram realizadas, pois nestes meios, as raizes
apresentaram calos basais, os quais poderiam ocasionar variagBes genéticas indesejaveis,
principalmente sob a forma de poliploidizagio e aneuploidizacfio (Ammirato, 1983),
modificando, desta maneira, as caracteristicas do hibride em questio, inclusive no que diz
respeitoc ao contetdo dos terpenos de interesse, nio havendo, assim, fidelidade as
caracteristicas iniciais da plania matriz.

Para a avaliac80o da presenga dos terpenos de interesse nas raizes transformadas foram
selecionados trés clones {C6, C7 ¢ C8) que apresentaram maiores taxas de crescimento
(Fig. 1L 9) além de fendtipos tipicos de raizes em cabeleira, pois de acordo com a literatura
recente (Moyano e al., 1999; Mallol er al., 2001), raizes com este tipo de fendtipo tém
aprésentado maiores quantidades de metabolitos secundarios. No entanto, nenhum dos
compostos de interesse foi detectado nos clones analisados, através das metodologias
empregadas neste trabatho. O metabolismo nestas raizes parece ter sido desviado para a
produgdo de outros compostos, como pode ser observado no perfil cromatografico do clone C8
(Fig. IV.9). Testes farmacolégicos preliminares foram realizados nos extratos das raizes
transformadas dos clones selecionados numa dosagem de 500 mg/Kg no modelo de dlcera
induzido por indometacina, conforme a metodologia descrita por Dias (1997). Os resultados
destes testes foram negativos, ou seja, nZo exibiram inibicfio nas lesdes unlcerativas em ratos.
Este fato reforga os resultados obtidos neste trabalho, os quais indicam auséneia dos
compostos antiulcerogénicos {dihidro-epideoxi-artenuina B 7 e deoxiartemigsinina 11} nas
raizes transformadas anahsadas. Segundo, Endress (1994), em alguns casos, a transformagfio

genética com A. rhizogenes, ndo afeta as quantidades relativas de compostos secundarios
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sintetizados, sendo que as concentracdes encontradas geralmente se encontram nos mesmos
niveis que nas raizes normais. Em outros casos, porem, modificagbes no contendo de
metabélitos secundérios em raizes transformadas tm sido observadas (Moyano ef al, 1999,
Maliol er al, 2001). O processo de inoculagho de Agrobacterium em diversas espécies de
plantas, ocasionando a insercio de genes da bactéria a0 genoma nuclear da oélula vegetal
através da transferdncia do T-DNA pode proporcionar mudangas no metabolismo destas
plantas, uma vez gue os genes transferidos se expressam de maneira estavel (Van Sluys e/ al.,
1997 Ream & Gelvin, 1996). Um dos genes transferidos da bactéria para a planta € o de
producio de opinas. O desvio de esqueleto carbdnico para a produglio de opinas pode ocorrer,
modificando, assim, a producfio de alguns metabdlitos secundérios pelas raizes ansformadas. Os
trés clones de raizes transformadas selecionados para as analises quimicas foram obtidos pela
inoculacdo das mini-estacas de 4. annua com cepa 15834, a qual induz o armazenamento de
manopina ¢ agropina pela planta (Van Shuys, 1999; Otani er ol., 1996). Segundo alguns autores,
o gene aux situado no segmento de TR-DNA das cepas produtoras de agropina, proporcionam
as células transformadas uma adicional fonte de auxinas e podem exercer um importante papel
tanto na morfologia como na produgfo de compostos secunddrios como terpenos
(Mallol er al., 2001) e alcaléides (Moyano 7 af., 1999). A suplementagio do meio de cultura
com auxinas exogenas também pode causar modificagdes significativas na produgéo de alguns
metabolitos secundarios, apesar de normalmente incrementarem o crescimento de raizes
normais (Norton & Towers, 1986). A produgiio de 7, por exemplo, parece ter sido altamente
influenciada pela presenga de auxina, j4 que este sesquiterpeno estava completamente ausente
no extrato das raizes normais cultivadas em meio MS acrescido de baixa concentragio
(0,01 mg/L} de AIB, uma auxina de baixa atividade fisiologica (Fig. 1V.8). A presenca de
auxina parece ndo ter prejudicado a producdo do composto 14, o qual foi detectado em

quantidade aprecidvel no extrato das raizes normais cultivadas em meio MS acrescido de AIB
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na mesma concentragio (0,01 mg/L). A auséncia de 7 nos extratos dos clones de raizes
transformadas analisados {clone C8 vide Fig IV.9) podenia ser explicada, em parte, pela maior
sensibilidade hormonal das células transformadas aliada aos altos niveis endbgenos de auxinas
proporcionados por genes codificadores deste hormdnio vegetal, os quais poderiam ter sido
transferidos para 0 genoma da planta durante o processo de transformagio genética.

A producio de deoxiartemisining 10 parece ter sido altamente influenciada pelas
condicdes de culfive in vifro, ja gue a sua presencga no foi detectada em nenhum dos extratos
de raizes anabisados. A auséncia de 3 observada no exirato de todas as raizes analisadas,
sugere fortemente a ocorréncia de uma funcionalizagiio do esqueleto carbbnico deste
composto para produg@o dos intermedidrios seguintes na rota biossintética de 1, comeo, por
exernplo, de 7 (Figura IV.10). Segundo Wallaart ef al. (2000}, nos quimiotipos ongindrios do
Viemn3, como € o caso do hibrido CPQBA 2/39 x PLS3 utilizado neste trabatho, também foram
encontrados baixos niveis de 3 bem como de 6 ¢ 9 ¢ altos niveis de 4 ¢ 7. De acordo com a
rota biossintética sugerida por estes autores, apds a conversio de 3 em 4, todas as outras
conversdes posteriores até 1 seriam n3o enzimaticas ¢ sim oxidativas ou fotooxidativas, sendo
portanto altamente influenciadas pela huz (Figura IV.10). Sy & Brown (2001) também sugeriram
que dihidro-epideoxi-artenuina B 7 bem como outros sesquiterpenos sdo formados por reagdes de
oxidaco do acido artemisininico 3 ¢ do 4cido dihidroartemisininico 4. Estes autores comentam
ainda que 7 poderia ser formado a partir do acido dihidroartemisininico hidroperéxido 5.
Os resultados obtidos neste trabalbo, indicam que o teor de 7 observado nas raizes normais
cultivadas em meio MS desprovido de fitorreguladores sob condigdo escuro continuo foi
aproximadamente cinco vezes superior aquele observado nas raizes cultivadas no mesmo meio
de cultura, porém sob fotoperiodo de 16 horas (Tabela IV. 1} Sob total auséncia de Tuz podena
estar acontecendo uma mmibicio das reacGes dependentes de luz (oxadacio e fotooxidacio), o que

ocasionaria um actmule de 4, o qual seria convertido diretamente em 7, possivelmente pela aclio
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de uma desidrogenase. Esta enzima seriz ativada pelo acimulo do substrate 4, sob condiggo de
escuro continuo (Lehninger ef al., 1993). Esta hipotese esta representada pelas setas vermethas
na Fig, TV.10. Na presenca de 16 horas de luz, as condigbes seriam favoravels as reagBes de
oxidacio e fotooxidacho, o gue levaria a diminuigdo do substrato 4, o qual estana sendo
convertido 2 5. Esta diminuicgo do substrato 4 levaria também a desativacgo da desidrogenase,
e, consequentemente, a diminuigio da produclio de 7 que passana 2 ser produzido, em
menores quantidades, durante as § horas de escuro (Fig. IV.6). A produglo de 7 parece ser
inversamente proporcional a produgic do composto nio identificado 14, ou seja, no escuro,
quando 7 ¢ altamente produzido, 14 é detectado em pequena quantidade (Fig. IV.7) ¢ sob ciclo
de luz & escuro, o inverso ocorre (Fig. IV.6). Sob condigio de ciclo de luz e escuro parece fer
havido um desvio na rota metabélica no sentido da produgfioc do composto 14. Segundo
Wallart e al. (20003, a producfio de 1 ocorre na presenga de fuz por oxidagdo de seu precursor
direto, 5, € exige a presenga de grande quantidade de '0,. Os autores afirmam que a produgfo
desta forma de oxigénio pode ser realizada por certos produtos secundarios conhecidos como
cromatéforos, os quais s3o eficientes em catalisar a energia de transferéncia de um foton para
o oxigénio triplo { 02) produzindo o oxigénio tmico '02). Yang et al. {1995), encontraram
cromatéforos de diversas origens biogenéticas, como por exemplo poliacetilenos e chromenos,
na parte aérea de A. annua. Segundo Wallaart e1 a@l., 19993, 2 existéncia de outros COMpoStos
com potencial capacidade de gerar 'O, em diversas partes da planta 4. annua ndo é
improvavel ja que este é um fendmeno bastante comum em diversas espécies de plantas. Por
exemplo, a clorofila, presente nos cloroplastos, estéo contidos na parte aérea de inGmeras
plantas. Em 4. annua, os tricomas glandulares, presentes principalmente nas inflorescéncias ¢
folhas jovens, possuem grande quantidade de cloroplastos. Segundo Watlaart ef al. (1999a}, a
clorofilz excitada mais um sistema de fotogerag@o de oxigénio sfo potenciais fontes de

produgiio de '0,, que é a molécula essencial para a conversio do 4cido dihidroartemisininico 4
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em artemisinina 1. No sisterua radicular da planta cultivada no campo, 2 auséneia de luz e de
clorofila aliadas a2 pequena quantidade de oxigénio atmosfénico seriam fatores Limifantes a
producio de artemisimina I. No entanto, em raizes transformadas de 4. annue cultivadas in
vitro e mantidas sob fotoperiodo de 16 horas, a presenca de clorofila foi observada por alguns
autores (Jaziri er f. 1995). Segundo Wallart er of (2000), alios niveis de 'O, podem ser
formados em plantas sobre condigdes de estresse, tais como, dgua limitada, altos niveis de
UV-B, condi¢des de baixas temperaturas, ferimento nos tecidos das plantas, etc. As préprias
condi¢ctes de cultive in vitro também imple aos tecidos vegetais uma situacho de estresse
{(Murashige, 1990). Os ferimentos dos tecidos promovido pelos cortes com bisturi realizados
no momento das repicagens das raizes cultivadas i vitro, poderiam expor os cromai6foros
existenies nestas raizes ao ar atmosférico presente no interior dos frascos, os quais, na
presencgsa de luz, produzinam ‘0,. Devido a limitada troca de ar atmosférico permitida pela
tampa dos frascos, 2 produgdio de 'O; teria sido, hipoteticamente, insuficiente para a produgo
do ;:omposto 1, mas suficiente para a produgdo do acido dihidroartemisininico hidroperéxido
5, E conhecido da literatura que estes peréxidos (como por exemplo o composto S) ndo podem
ser acumulados nas plantas, pois eles contribulriam para o ferimento e disfungo de muitas
organelas (Knox. & Dodge, 1985). Este fato aliado a conhecida instabilidade do composto §
{Wallaart er al., 19992) nos leva a levantar a hipdtese de que outro composto, que ndo
artemisinina f, possa ter armazenado os oxigénios reativos, desviando, assim, a rofa
metabolica. A grande quantidade do composto 14 encontrada nos extratos das raizes normais
cultivadas na presenca de 16 horas de luz, poderia nos sugerir que ¢ desvio da rota metabdlica
estaria ocorrendo no sentido da produgfio deste composto ainda nfio identificado (setas verdes-
Figura IV.10). No entanto, a comprovagdo desta hipotese € algo gue devera ocorrer apods o

isolamento e identificagio do composto 14, etapas que serfio objetivos de trabalhos fistures.
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Figura IV.10: Caminho biossintético da artemisinina 1 e seus precursores em A. annua.
O primeiro passo seria a conversiio de 11 a 2 pela enzima amorfa 4, 11 diene sintetase
(Bouwmeester ef al,1999). Em seguida, 2 seria convertido a 3. Apds a conversio de 3
em 4 pela enzima dcido artemisininico redutase, todas as outras conversdes posteriores
até o composto final, 1, seriam ndo enzimdticas e sim fotooxidativas (Waallart ef al.,
2000). As flexas vermelhas sugerem um possivel caminho para a formagdo do dihidro-
epideoxi-artenuina B 7, sob condi¢iio escurc continuo, no qual 4 se converteria
diretamente em 7, provavelmente através da agdo de uma desidrogenase. As flexas
verdes indicam um possivel caminho hipotético no qual o composto ainda nio identificado

14 poderia ser formado na presenca de 16 horas de huz.
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6. CONCLUSORS

Dos terpenos estudados, artemisinina 1, dcido artemisininico 3 & deoxiarterisinina 19 nfio
estavam presentes em nenhuim dos exirates de raizes normais e transformadas analisados através
das metodologias empregadas neste capitulo,

As analises por CG/EM dos extratos das raizes normais cultivadas no meto MS
desprovido de fiiorreguladores revelaram a presenga de dihidro-epideoxi-artenuina B 7 ¢ do
composte 14, um composto ainda nfio identificado. As caracteristicas do padrfo de fracionamento
observada por CG/EM do composto 14 nos sugerem que se possa tratar de um terpeno. As
condigBes fotopeniddicas de cultive das raizes influenciaram na produgfio destes dois ferpenos,
sendo que a produgio do composto 14 i mversamente proporcional a produgio do composto 7,
ou seja, s0b condiciio de escuro continuo, quando o composto 7 {oi intensamente produzido, o
composto 14 foi detectado em pequenas proporgdes e, sob fotoperiode de 16 horas, o inverso
ocorreu. A quantificacio do composto 7 por CG/DIC revelou que no extratos das raizes normais

~iitivadas sob escuro continuo, este composio estava presenie numa concentracio Cinco vezes
superior aquela enconirada no extrato destas rafzes cultivadas na presenca de 16 horas de luz. A

za de auxing no meio MS (0,01 mg/l. de AIB) também influenciou na produgfo dos
.. apostos 7 e 14 pelas ralzes normais cultivadas sob fotoperiodo de 16 horas, pois no extrato
destas raizes, se observou a total auséneia de 7, enquanio que 14 estava presente em quantidade
apreciavel. O processo de transformacgfio genética parece ter influenciado sobremaneira a
produgfio dos compostos estudados, pois nenhum deies, nem mesmo os composios 7 e 14,
estagvam presentes nos extratos das raizes transformadas dos clones analisados (€6, C7 ¢ C8).

Nestas raizes, o metabolismo possiveimente foi desviado para a produgio de outros compostos.
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CAPITULO V

ENSAIOS DE BIOAUTOGRAFIA
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RESUMO

Os terpenos de interesse (artemisinina 1, 4cido artemisininico 3, dihidro-epideoxi-
artenuina-B.7 ¢ deoxiartemisinina 10) foram estudados quanto as suas atividades
antimicrobianas (antiffingicas.e antimicrobianas) através de ensaios bioautograficos. Estes
ensaios foram realizados com CCD utilizando cromatoplacas, as quais foram preparadas em
duplicata, aplicando-se concentragBes conhecidas das solugbes dos terpenos estudados, além
de uma soluglio antibidtica de Cloranfenicol (bactericida) ou Nistatina (fungicida), compostos
usados como padriic para visualizacio da inibigBo do crescimento dos MICTOTganismos
selecionados. Apbs a eluiglo das cromatoplacas, uma das placas foi submetda 205 ensaios
bicautograficos com os microrganismos © a outra foi revelada Os MICTOOTZaniSmos
selecionados foram: Bacillus subtilis, Salmonella choterasuis, Micrococcus Tuteus,
Rhodococcus equi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa. Para os testes de bicautografia utilizou-se a técnica de inoculacdio por Pour-Plate
(Marta Teixeira Duarte, comunicagdo pessoal). Os resultados mostram que nenhuma das
lactonas sesquiterpénicas estudadas apresentou atividade antifingica com a linhagem de
Candida albicans. J4 as atividades antibacterianas foram comprovadas tanto para os
compostos 1 & 3, ambos com as linhagens das bactérias B. subitilis, R. equi, S. aureus e E. coli,
como para o composto 7 com as linhagens das bacterias B subitilis, M. luteus e 5. aureus ¢

para o composto 10, com as linhagens das bactérias B. subtilis, R. equi, M luteus e S. aureus.



1. INTRODUCAO

Asyalmente a aplicagfo de bioensaios visando o isolamento de compostos atives vem
sendo muito apreciada pelos pesquisadores, nfio s6 pelo mimero de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos isolados de planias, como também pelo desenvolvimenio de indmeros
testes biolégicos sensiveis e simples.

A bioautografia ou bicautograma € um teste bioldgico muito utilizado pelos
fitoquimicos. E uma técnica baseada na resposta bioldgica {crescimento ou inibigio) de um
determinado composto em anélise, quando exposta a acfio de microorganismos (Van den Dool,
1963 citado por Nogueira, 1999). Esta téonica foi desenvolvida imcialmente para deteccio de
antibidticos, os quais sdo ainda hoje as substdncias mais testadas por esse tipo de ensaio. Tanto
a cromatografia de papel com a cromatografia de camada delgada (CCD) tem sido utilizada
com sucesso na andlise de varias compostos por esta técnica. A cromatografia de papel foi
utilizada pela primeira vez por Goodall & Levi em 1946 e quinze anos depois, Fisher &
Lauttner utilizaram esta técnica com CCD tambem para anilise de antibidticos, sendo que os
resultados foram t#o satisfatorios que abriram caminho para o enorme desenvolvimento da
bioautografia (Nogueira, 1999),

Segundo Tang et al. (2000), as plantas do género Ariemisia se constituem numa rica fonte
de sesquiterpenos, os quais ¥m recebido grande atencBio dos pesquisadores devido a sua
diversidade biologica e quimica. As espécies 4. annua € A. sieversiana tém sido utilizadas hd
séculos como agentes antimicrobianos pelos chineses (Peana et al,, 1997). Ao longo do tempo,
ambas as espécies tém sido estudadas quimica e biologicamente, porém ainda muito pouco €
conhecido sobre as atividades antimicrobianas de seus compostos, pois a maioria dos trabalhos
realizados concentraram objetivos em outras atividades bioldgicas importantes, tais como:

antimalarica, antitumor, alclopatica, anti-inflamatéria, antivlcerogénica, antipirética,
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analgésica, etc (Mimaki et of., 1999; Tan er af., 1998). Segundo Rahalison e? al. (1993) citado
por Tan et al. (1998}, as pesquisas de novos agentes antifimgicos tém sido uma tarefa urgente
devido ao extraordindrio aumento da incidéncia de micoses sistémicas oportunistas.
Recentemente, Tang ef al. (2000) relataram o efeito imbiténe de artermine B no crescimento
do fungo patogénico humano Candida albicans e do fitopatogénico Gaeumannonyces
graminis, Gerlachia nivalis e Verticillum dahliae. O efeito antibacterianc de alguns compostos
presentes em A. gnnua bem COMO eI Ouiras espécies deste género, também tem sido relatado
(Tan ef al.,1998). Segundo os autores, alguns destes compostos fazem parte das classes dos
flavondides e dos terpenos (monoterpenos ¢ sesquiterpenos lactonicos). E relatado que o acido
artemisininico, por exemplo, demostrou forte atividade antibacteriana.

Uma investigacio continua das atividades biologicas dos composios secundarios presentes
no género Artemisia é extremamente recomendada ¢ necessaria para exploragio desia rica

fonte de novos agentes quimioterapéuticos ¢ agriculturais.
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2. OBJETIVO

Como as lactonas sesquiterpénicas s3c mencionadas como portadoras de diversas
atividades biologicas, este capitulo teve como finalidade a verificacic das atividades
antimicrobianas (antifimgicas e antibacierianas) dos sesquiterpenos de interesse estudados
neste trabalho (artemisinina 1, 4cido artemisininico 3, dihidro-epideoxi-artenuina-B.7 ¢

deoxaarternisinina 10} através de alguns ensaios bioautografices.
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3. MATERIAL E METODOS

Para os ensaios bioautograficos foram utilizadas cromatoplacas de Silicagel 60 Fass
(Merck 1.05554.) na dimensfo de 6 X 6 cm ou 3 x 6 cm (largura x comprimento). As placas
foram preparadss em duplicata, aplicando-se concentragbes conhecidas das solugBes dos
compostos estudados, além de uma solugiio antibidtica de Cloranfenicol (bactericida) ou
Nistatina (fungicida), compostos usados como padro para visvalizaciio da mibicBio do
crescimento dos microrganismos. As concentragdes destes compostos foram especificas para
cada microorganismo & estfio expostas na Tabela V.1. Pama se conseguir amostras de
concentragio de Smg/L, aplicou-se em cada placa 1 ul {ou Sug) de cada um dos compostos
analisados (Tabela V.2). Eluiu-se as cromatoplacas com © sisterna de solvenies hexano/aceiato
de etila 20 % (v/v). Uma das placas foi submetida a0s ensaios bicautograficos com 0s
microrganismos selecionados ¢ 2 outra foi revelada com solugfio de anisaldeido (4cido
acético/H,SO4/p-anisaldeido (50:1:0,5) (4cido acético/H,S0,/p-anisaldeido (50:1:0,5)).

Para os testes biologicos foram utilizados os seguinies microrganismos: Bacillus
subtilis, Salmonella choterasuis, Micrococcus luteus, Rhodococcus equi, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa.

Para os testes de bicautografia utilizou-se a téenica de inoculago por Pour-Plate soba
orientacie da Dra Marta Teixeira Duarte da Divisdo de Microbiclogia do
CPQBA/UNICAMP, onde aliquotas das culturas dos microorganismos selecionados, com
densidade Optica de suspensfio de 25 % de transmitincia em espectrofotdmetro, foram
inoculadas em 20 mL de meios NA ou YNA com cerca de 40C de temperatura sendo
acrescido com 0,5 mL de solugo reveladora de Cloreto de 2.3,5 trifenittetrazélio (CCT). Apos
a homogeinizagio, esta mistura, contendo meio semi-solido, culturas dos microorganismos ©

solucio reveladora, foi, entfio, imediatamente vertida em placas de Petri, as guais j4 continham
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a placa de CCD eluida com os compostos em estudo. Posteriormente, estas placas foram
levadas 2 estufa com temperatura e tempo de permanéncia varidvel dependendo do
microorganismo em questiio (Condida albicans 36°C por 48 horas, os demais micTorganismos
28° C por 24 horas).

Para a preparaciio do meio de cultura de bactérias NA foi usado Nutrient dgar (Oxoid)
em agua destilada na concentragfio de 28 g/L. Na preparacgiio do meio YNA foram utilizados:
20 g agar-agar {(Merck), 10 g ghicose (Synth), 5 g peptona (Oxoid), 3 g exirato de levedurs

(Merck), S g extrato malie (Biobras) para cada Hiro de dgua destilada.
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Tabela V.1: Ensaios bicautograficos: microorganismos empregados ¢ volumes dos respectivos

antibidticos a serem aplicados nas placas de CCD.

Microorganismos emmpregados para Solugdo Concentracgo da Volame a ser
os ensaios bioautograficos antibibtica solucdio estoque  aplicado nas placas-
inibidoza cCh
Pseudomonas aeruginosa Clorafenicol 6 mg/ml 2
Salmonella choterasuis Clorafenicot 0,5 mg/ml 1l
Bacillus subtilis Clorafemicol 0,5 mg/mb 0,5l
Rodococus egui Clorafenicol 0,5 mg/mL 2 ul
Aicrococeus luteus Clorafenicol 8,5 mg/ml Y ¥
Staphylococcus aureus Clorafemcol 0,5 mg/mlL jul
Escherichia coli Clorafenicol 0,5 mg/mL 3 ul
Candida albicans Nistatina 3 mg/mL Il

Tabela V.2: Sesquiterpenos de interesse empregados nos testes biologicos.

Sesquiterpenos empregados

Artermisining 1

Acido artemisininico 3
Dihidro-epideoxi-artenuina B 7
Deoxiartemisinina 10




4. RESULTADOS E DISCUSSAC

Os resultados obtidos nos ensaios biocamtograficos com as amostras dos compostos em

estudo encontram-se na Tabela V.3 e nas Figs. V. 1 ¢ V.2 indicadas posterirmente.

Tabela V.3: Atividade antimicrobiana dos sesquiterpenos.

Compostos Pseudomonas  Selmonelle  Bacillus  Redococus  Micrococous Staphylococcus Escherickia  Candida
empregados  aeruginesa  choterasuis  subfiiis equi luteus

QUFreus colf albicars
i - - “+ + - - -+ -
z - - ke o+ - + -+ -
¥ - - + - - + - -
ig - - =+ + + - - -
+ = gfive . - = inativo

Como pode ser observado nos resuitados apresentados na Tabela V.3 e nas placas de
bioautograma das Figs. V.1 e V.2, nenhuma das lactonas sesquiterpénicas estudadas
apresentou atividade antifingica com a linhagem de Ceandida albicans. Ja a atividade
antibacteriana foi comprovada tanto para os compostos 1 ¢ 3, ambos com as hinhagens das
bactérias B. subitilis, R. equi, 5. aureus ¢ E. coli, como para o compostos 7, com as linhagens

das bacténias B. subtilis, M luteus e S. aureus ¢ para o composto 10, com as linhagens &.

subtilis, R equi, M. luteus e 5. aureus
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5. CONCLUSAQD

Neste capitulo foram detectadas atividades antibacterianas em todos os sesquiterpenos
estudados (artemisinina, 4oido artemisininico, deoxiartemisinina ¢ dihidro-epideoxi-artenuina
), porém nenhum deles apresentou efeito inibitério no crescimento da Hnhagem do fungo

testado (Candida albicans).



CORCLUSOES GERAIS

A propagacdo in vitro 4 partir de spices meristematicos caulinares vem se mostrando
uma poderosa ferramenta para o estudo de processos metabélicos em plantas de diferentes
espécies, além de ser comprovadamente vidvel como metodologia para propagacio de
genétipos Gnicos efou hibridos superiores, como € o caso do hibrido CPQBA 2/39 xPLS
utilizado neste trabatho. Diversas s8o as vantagens da utilizacBo da cultura de tecidos sobre a
extracio de metabolitos secundérios diretamente de plantas. A utihizacho de rafzes para
trabathos com metabélitos secundérios ¢ ainda mais interessante que a utilizaglio da parte afrea,
pois nas raizes a ausénela ou limitada presenga da clorofila e de substincias graxas facilitam o
isplamento e purificagio dos compostos de interesse. No caso de metabolitos produzidos pelas
raizes, a utilizacdo da téenica de cultura de raizes normais e/ou transformadas geneticamente com
A. rhizogenes pode ser extremamente viavel. Neste sentido, foram desenvolvidos protocolos para
a iniciagio, estabelecimento e cultura in vifro destas raizes bem como de calos originados a partir
de explantes radiculares, tendo como finalidade o estudo de alguns terpenos com importanies
atividades bioldgicas, tais como: os compostos antiulcerogénicos dilidro-epideoxi-artenuina B ¢
deoxiartemisinina; o composto antimalérico artemisinina € seu precursor acido artemisininico, o
qual, ultimamente, também tem sido relacionado a importantes atividades medicinais. Estudos
Tecentes tém ressaltado a importincia do estudo de metodologias para otimizago dos compostos
antiulcerogénicos mencionados, pois outras importantes atividades medicinais, como por
exemplo a antiproliferativa, tém sido atribuidas a estes compostos.

O processo de transformagio genética interferiu intensamente na produgdo dos terpenos
de interesse. Parece ter havido um desvio do metabolismo secundario para a produgdo de outros
compostos, pois os terpenos mencionados nfio foram detectados nos extratos das raizes

transformadas analisados pelas metodologias empregadas neste trabalho. No entanto, a produgfio
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do composte dihidro-epidecxi-artenuina B foi intensamente incrementada pelas condicbes de
cultivo das raizes normais in vifro. A produgio deste composto foi aproximadamente cinco vezes
maior quando estas raizes foram cultivadas sob condigfo de escuro total em relagfio ao cultivo na
presenca de 16 horas de fuz. O inverso ocomreu com 8 producio de wm oulro composto ainda nio
identificado (composto 14) que foi detectado pelas analises quimicas. O padido de fracionamento
observado por CG/EM deste composto sugere que o mesmo se trate de um sesquiterpeno, no
entanto, trabalhos futuros serfio de exfrema importincia ndo somente para ¢ seu isolamento ¢
identificacéio, mas também para estudos da relacfo biossintética entre o composto 14 € o dihidro-
epideoxi-artenuina B 7 e da(s) atividade(s) biologica(s) relacionada(s) ao composto ainda nfio
identificado.

Todos os terpenos de interesse estudados neste wabalho (artemisining 1, 4cido
artermsininico 3, dihidro-epideoxi-artermina B 7 e deoxiariemisimina 16) apresentaram atividades
antibacterianas com as linhagens de bactérias testadas, porém nenhum deles inibiu o crescimento

do fimgo Candida albicans.
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