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Resumo

A culturade calos de C. paralicola X C. weddelliana
apartir defolhasjovensfoi estabel ecidapor meio dacombinacdo
dos fitorreguladores &cido indol acético (AIA) e 6-
furfurilaminopurina (K1N). Monitoramento quimico por CG/EM
revelou que os metabdlitos biossintetizados sdo excretados para
0 meio de cultura e sdo constituidos principalmente de ésteres
metilicos, hidrocarbonetos de cadeia longa, triterpenos e
compostos fendlicos. Os &cidos olean-12-en-3-0x0-28-6ico,
olean-3-0x0-28-6ico e citrico, metabdlicos secundariosisolados
apartir do latex do fruto de C. grandiflora edacascado fruto de
C. nemorosa respectivamente, também foram detectados.

O género nectropical Clusia (Guttiferag) compreende
cercade 250 espécies, distribuidas desde o sudoeste da Flérida
até o sudoeste brasileiro*. O uso de plantas deste género, no
tratamento de hipertensdo arterial € bastante comum namedicina
popular da Costa Rica?. Andlise quimica das resinas tem
revelado, que sdo basicamente constituidas de benzofenonas
poliisopreniladas® e estudo de atividades bioldgicas, dessa
classe de compostos, indicaram atividade antimicrobianae anti-
HIV 4. O fato de estas benzofenonas serem encontradas, quase
gue exclusivamente, nas resinas e nos frutos restringindo sua
disponibilidade e uso ha medicina popular, em qualquer época
do ano, estimulou estudos da cultura de tecidos de espécies de
Clusia visando uma fonte continua destes metabdlitos.
Balansard e Pellissier constataram que os metabdlitos presentes
no latex de Clusia rosea inibiam a acéo de fitorreguladores
empregados no cultivo in vitro®. Diante destas dificuldades,
bastante comum em plantas laticiferas, 0 nosso trabaho foi
realizado com o hibrido C. paralicola x C. weddelliana, que
geralmente possuem menor quantidade de latex do que os
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respectivos parentais.

De todas as combinagdes el aboradas em delineamento
em blocos aeatérios entre auxinas/citocininas, no cultivo in
vitro de explantes foliares de C. paralicola x C. weddelliana, a
Unica que resultou em desdiferenciacéo, ou seja, formacéo de
calo foi entre AIA e KIN e que os melhores resultados foram
obtidoscom 5,0mg/l deAlA e0,1 mg/l deKIN e5,0mg/l de AIA
e 1,0 mg/l de KIN. Em geral, para este protocolo, 0 maior
percentual de explantes oxidados foi encontrado naqueles
cultivados em presencade luz e que amelhor interagdo entre os
fitorreguladores, que parece minimizar aoxidagdo dos explantes,
€ aguela em que os intervalos das concentragdes entre AIA/
KIN sdo respectivamente, 5,0- 10,0mg/l e0,1- 1,0mg/l.

A andlise por CG/EM dos calos e meio de cultura
revelou que nestas condic¢des de cultivo, foram produzidos
principalmente acidos graxos saturados e insaturados normais
eramificados, dcooisde cadeialonga, hidrocarbonetosde cadeia
longa, compostos fendlicos como catequina e derivados do
acido benzdico e triterpenos (Tabela 1). Os écidos palmitico e
estearico, caracterizados no meio de cultura, sdo os mais
abundantes e est&o presentes em ambos os calos com diferentes
idades. Ja os ramificados (metil-tetra, penta e hexadecandico)
foram produzidos apenas no calo cultivado por mais tempo (8
meses). A producdo de &cido citrico, detectado em calos com 28
dias e com 8 meses, pode estar relacionado as condicOes de
estresse (anaerdbica e na auséncia de luz) em que os explantes
foram cultivados. Harelatos naliteratura®” de acimulo de &cido
citrico, em resposta ao estresse, em plantas pertencentes ao
Metabolismo Acido de Crassuléceas (CAM), que estdo
adaptadas a ambientes com escassez de agua, sendo observado
para algumas espécies de Clusia. Outros metabdlitos
caracterizados em ambos os calos de diferentes idades, foram
0s &cidos olean-12-en-3-0x0-28-6ico e olean-3-0x0-28-0ico.
Neste caso, os maiores percentuaisrel ativos destes &cidosforam
obtidos naandlise do calo 1 e no respectivo meio de cultura. Ja
gue os metabdlitos produzidos no calo sdo eliminados para o
meio de cultura, € possivel que o menor percentual relativo dos
triterpenos observado no calo com 8 meses de idade esteja
relacionado a realizacdo das subculturas, cujo meio de cultura
foi desprezado.

O cultivo de explantes na auséncia de luz foi
imprescindivel para formacéo de calo. O protocolo ora
estabel ecido paraculturade célulasdo hibrido Clusia paralicola
X Clusia weddelliana promoveu a producéo dos &cidos olean-
12-en-3-0x0-28-0ico e olean-3-0x0-28-0ico 0S quais estao
presentes principalmente no latex dos frutos de Clusia
grandiflora (Tabela 1).
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TABELA 1. Composicéo percentua relativa dos constituintes quimicos caracterizados por CG/EM nos calos e meios de cultura

SUBSTANCIA IRt IRt CALO1 CALO2
N° Bp| Lit | MMH MIA CH CIM| M2H M2A CH CM
1| Acil-Timal 134 | 1355 309
2 | cisCarvilacetato 1363 | 1362 465 79
3 | Citratodemetila 1461 - 505 4,9 144
4 | 4-Hidroxibenzoato de metila 1475 - 416
5 | Dodecanoato de metila 1533 | 1525 353 155
6 | 3,4-Dimetoxibenzoato demetila 1592 - 14
7 | Tetradecanoato de metila 1724 - 1% 646 | 575 | 569 | 1274
8 | Metil-tetradecanoato de metila 174 - 187 | 14
9 | Pentadecanoato de metila 1823 - 182 | 210 | 239 | 450 | 554 | 221
- Ftalato 1858 - 1538 436
C13H160s 1861 - 559 6,12 369
10| Metil-pentadecanoato de metila 1890 - 086
11| Hexadecenoato de metila 1897 - 997 316 | 901 | 1257 | 534 | 310
12| Nonadecano 1900 - 171
13| Hexadecanoato de metila 1924 | 1927 | 4556 1736 | 943 | 3699| 1833 | 20,78 | 2542
- Ftalato 1957 - 320 724
14| Meétil-hexadecanoato de metila 1996 - 355
15| Heptadecanoato de metila 2022 - 149 471
- Ftalato 2061 - 2615 | 34
16| Octadecanol 2080 | 2082 152
17| Octadecadienoato de metila 2000 | 2092 39 511 | 7%
18| Octadecenoato de metila 2006 - 401 | 513 | 339 | 112 386
19| Octadecanoato de metila 2126 | 2128| 972 | 217 | 708 | 1,72 612 | 421 | 1439 | 398
2| Tetracosano 2396 | 2400 057
- Ftalato 2432 - 11,69
21| 24-big(dimetilbenzil)fenol 2483 - 218
- Ftalato 2528 - | 1858 1043 | 584 | 994 | 361 | 45 | 370
2| Hexacosano 2596 | 2600 214 106
23| Heptacosano 2696 | 2700 175
24| Tetracosanoato de metila 2125 - 247 183 | 112 | 218
25| Esquaeno 2808 - 50 | 544
26| Tetrametil de catequina 2959 - 30,38 62 | 217
27| Hexacosanoato de metila 3027 - 044
28| Olean-12-en-3-0x0-28-ato de metila 312 - t 3392 t 871 | 202 | 486
29| Olean-3-oxo0-28-ato demetila 3560 - | 2610 t t t t 097
N&o identificados - 1797 | 472 | 2308 - - 1428 | 21,85
TOTAL 9997 | 9993 | 9992 | 9998 | 9996| 992 | 981 | 992

M1H e M1A = ext. hexanico e ext. acetato de etila do meio de cultura do calo 1, C1H, C2H e C1M, C2M = ext. hexéanico e metandlico do cao 1 e 2.

IRt Exp. = indice de retengéo obtido aplicando a equagéo de van den Dool e Kratz®. IRt Lit. = indice de retencéo da literatura'®

Um fato observado, altamente relevante do ponto de
vista biotecnoldgico, é que as substancias produzidas pela
cultura de tecidos de C. paralicola x C. weddelliana sao
excretados para 0 meio de cultura, o que além de minimizar os
custos, permite um processo continuo de extragdo destes
metabdlitos.

Finalmente este trabalho exploratério, Unico deste

género desde a tentativa de cultivo in vitro, com folhas de C.
rosea, por Balansard e col.® permitiu estabelecer um protocolo
para obtencéo de calos a partir de explantes foliares de C.
paralicola x C. weddelliana, cuja composi¢do quimica se
apresentou distinta das plantas de origem, porém com alguns
triterpenos em comum.
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Material eMétodos

O hibrido foi obtido através da polinizacdo artificial
(M.C.E. Amard e V. Bittrich) a partir de clisias cultivadas no
Instituto Agrondmico de Campinas e mantidas em casa de
vegetacdo do Departamento de Botanica da UNICAMP. Os
explantes foram preparados a partir de folhas jovens de C.
paralicola x C. weddelliana, As folhas foram coletadas em
julho de 1998. Os extratos hexéanico, metandlico do calo eacetato
de etila dos respectivos meios de culturaforam obtidos a partir
de diferentes idades, com 28 dias e com 8 meses de cultivo,
denominados respectivamente de calo 1 e calo 2.

O cultivo in vitro do hibrido C. paralicola x C.
eddelliana utilizou folhas apicais, em fase final de expansio a
partir de pré-tratamento com fungicida benomil (solucéo 10%
por 40 min) e esterilizag&o superficial com hipoclorito de sodio
(solugdo 1,5% acrescida de uma gota de tween 20 por 20 min).
Os explantes ndo oxidados e viaveis foram colocados no meio
de composicéo sdina e organica de Murashige & Skoog? com as
seguintes combinacdes de fitorreguladores: AIA (0; 2,5; 5; 10;
25),2,4-D (0;0.1; 1; 1.5),BA (0;0.1; 1, 5) eKIN (0; 0.1; 1). Foram
feitosvérias combinagdes de auxinal/citoci ninacom delineamento
deblocosao acaso. O cultivofoi redlizado a25 + 2 °C napresenca
eausénciadeluz. Os calos obtidos com idades diferentesforam
macerados a temperatura ambiente inicialmente com hexano
seguido por metanol. O meio deculturafoi partionado com hexano
seguido por acetato deetila. Cadaextratofoi filtrado e evaporado
sob pressdo reduzida. O extrato metandlico e o acetato de etila
foram previamente derivatizados com uma solucgéo etérea
saturada de diazometano. Os extratos foram analisados por um
cromatografo Hewlett Packard 5890B SERIES I, acoplado aum
espectrdmetro de massas HP 5970, equipado com colunacapilar
desilicafundidaJeW Scientific DB-5ouHP-5 (30 mx 0.25 mm
x 0.25 mm). As temperaturas do injetor e detector foram
respectivamente de 290 °C e 285 °C. O gésde arraste foi Hélioe
o programadetemperaturado forno foi de40°C até 290°C a4°C/
min. Os espectros de massas foram obtidos a 70eV, 0,84 scan/
sec dem/z 40 a550 e os compostos foram identificados baseados
nos indices de retencdo ® e comparacdo dos espectros de massas
do banco de dados (270.000 espectros) Wiley/NBS e com os da
literatura®®.
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