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1. INTRODUCAO

1.1. Descrigdo da Espécie

A canela sassafras (Ocotea odorifera Mez.) ¢ uma espécie lenhosa que pertence a
familia Lauraceae, a qual é encontrada em todo o estado de Santa Catarina € em maior
quantidade na Floresta Ombrofila Densa (Floresta Atlantica) e Floresta Ombrofila Mista
(Floresta com Araucaria), nesta Ultima sendo menos freqliente. Ocorria com elevada
freqiiéncia no Alto Vale do Itajai, onde foi bastante abundante, chegando a representar 1/3
da madeira das matas. No Brasil, esta espécie se encontra dispersa do sul da Bahia até o Rio
Grande do Sul (Reitz et al., 1978).

Segundo Saloméo ef al. (1992), a canela sassafras ocorre entre as latitudes 8°45'
(Pernambuco) a 31°12'S (Rio Grande do Sul) e de 33°52' a 59°09' de longitude oeste. Esta
espécie se encontra em altitudes que variam de 10 a 1200 m, com temperaturas médias
anuais variando de 12°C a 23°C (Carvalho, 1994). De habito arboreo perene, atinge 20 - 25
m de altura, com 50 - 70 cm de didmetro a altura do peito com tronco geralmente tortuoso,
escavado, com quinas pronunciadas € casca cinza escura (Reitz et al., 1978). Apresenta
abundante brotagSes de gemas, copa densa, flores hermafroditas e floragio intensa que nem
sempre corresponde a uma abundante frutificagdo (Carvalho, 1994).

Na area de ocorréncia da canela sassafrés hd uma grande quantidade de plantas
jovens que sdo adaptadas e crescem no interior da mata umida e sombria. Seu crescimento €
relativamente lento nos primeiros anos, ndo se regenerando em matas secundérias e
capoeirdes, sendo que as tentativas de reflorestamento em campo aberto ndo tiveram éxito.
Sua madeira foi muito utilizada para a fabricagdo de moveis, embarcagdes, construgdo civil,
marcenaria, esquadria, caxilhos, enquanto a biomassa de raizes, casca e folhas foi
amplamente utilizada para a extragdo do 6leo essencial contendo safrol (Reitz et al., 1978).

Na medicina popular a raiz, a casca, o caule, as folhas sdo usadas como sudorificas,

anti - reumaticas e diuréticas (Futuro et al., 1998).



1.2. Histéria da Extracdo de Oleo Sassafras em Santa Catarina

A extragio do dleo de sassafas de Ocotea odorifera iniciou no Brasil em meados dos
anos 40, no Estado de Santa Catarina, mais especificamente no municipio de Rio do Sul,
pelo industrial Otto Grimm. O 6leo extraido era comercializado no mercado externo com o
nome de "esséncia de sassafrds brasileiro". Antes da entrada deste produto no mercado, o
abastecimento dava-se a partir do 6leo de sassafras americano extraido da raiz da planta
denominada Lauraca, a qual possuia pouca quantidade de safrol comparativamente a espécie
brasileira (Rexter & Dobler, 1992).

Com o grande éxito do 6leo no mercado a industria de Otto Grimm ndo teve
capacidade de atender a demanda, fato que permitiu a instalagio de novas industria de
extragio no estado Santa Catarina, chegando a 150 fabricas (Duarte da Silva, 1989).
Segundo Rexter & Dobler (1992), durante a Segunda Guerra Mundial , a industria brasileira
de extragiio de 6leo sofreu um grande impulso devido a necessidade de dleo de sassafrds,
principalmente pelos Estados Unidos da América. A grande demanda deste 6leo gerou a
necessidade de criagio de um processo de controle de qualidade. Em fungdo disto, o produto
era classificado em em dois grupos: éleo de primeira qualidade, restrito ao 6leo de sassafras
americano, usado para a industria de produtos alimenticios, farmacéuticos e industria e 6leo
de segunda qualidade, considerado pelos EUA o 6leo produzido no Brasil que era utilizado
para a fabricagdo de inseticidas, fungicidas, perfumes e sabdes.

Em 1942, encontravam-se instaladas nos municipios de Blumenau, Rio do Sul,
Camboriti, Grio Para, Itajai, € Jaragua do Sul 31 empresas de produgdo de dleo, sendo que
2/3 do total estavam sediados no municipio de Rio do Sul. No inicio de 1948, existiam 35
fabricas somente no municipio de Rio do Sul, porém em julho do mesmo ano este numero
foi reduzido para 31. Entre os anos de 1944 a 1947 ndo se tem conhecimento do mimero de
fabricas existentes, porém as fabricas de Blumenau, Camborit, Gréo Para, Itajai, Jaragua do
Sul foram fechadas, havendo a abertura de novas fabricas nos municipios de Bom Retiro,
Brusque, Concordia, Ibirama, Indaial, Itaiopolis, Rodeio e Timbd. Possivelmente, o
fechamento de fabricas nestes municipios ocorreu devido a falta de matéria prima,
ocasionada pela grande devastagdo, aliada ao ndo repovoamento das dreas devastadas. Em

1970 se encontravam no estado 18 fabricas distribuidas em 11 comunidades: o municipios



de Ibirama contava com 4 fabricas, Benedito Novo com 3 fabricas e Taié com 3 fibricas. As
demais comunidades apresentavam uma fabrica por local (Rexter & Dobler, 1992).

O levantamento efetuado pela CODESUL, no ano de 1970 , mostra que a maioria das
fabricas de extragdo de 6leo de sassafras se ocupava também do comércio de madeira. Com
excegdo de uma fabrica em Rio Negrinho, as demais se encontram no Vale do Itajai, regido
que apresenta o maior indice da canela sassafras no Estado (Duarte da Silva, 1989).

Santa Catarina foi durante muitos anos o maior exportador de safrol do Brasil, sendo
que muitas dreas de mata foram exploradas irracionalmente pelas grandes inddstrias de
fabricagfo de 6leo. Somente em 1992 o governo brasileiro decretou, através da Secretaria do
Meio Ambiente - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e do Recursos Naturais Renovaveis
a Portaria N° 06 - N, de 15 de Janeiro de 1992, Art.1°, que incluiu na Lista Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingdo a Ocotea pretiosa (Nees) Mez. (canela
sassafrés), inserindo-a na categoria : em perigo.

O registro da quantidade de madeira de canela sassafras que foi explorada no Estado
de Santa Catarina comegou a ser especificado nas autorizagdes para desmatamento efetuadas
pelo IBAMA de Floriandpolis, a partir de 1981. Através de levantamento realizado no
IBAMA (Florianépolis) pode-se obter informagdes da 4rea de desmatamento, municipio
onde ocorreu a exploragdo e quantidade de madeira explorada.

A exploragdo de canela sassafrds em Santa Catarina, para o periodo 1982-1989
ocorreu nos seguintes municipios: Ibirama, Rio Rosinha, Rio do Sul, Monte Carlo,
Canoinhas, Botuvera, Gaspar, Atalanta, Angelina, Rio do Campo, Benedito Novo, Indaial,
Presidente Nereu, Agfonémica, Itajai, Blumenau, Itaidopolis, Trombudo Central, Brusque,
Agrolandia, Papanduva, Major Vieira, Curitibanos, Apitina, Irinépolis, Corupa, Timbd,
- Vidal Ramos, Leoberto Leal, Porto Unifio € Mafra. Durante oito anos foram explorados
209.571,43 m® de madeira em uma 4rea correspondente a 12.890,23 ha, sendo que a média
explorada de madeira por hectare era de 17,912 m’ (Tabela 1). Dados anteriores a 1982 néo
foram possiveis de ser obtidos, devido ao fato de que as autorizagdes para desmatamento
ndo especificavam o tipo de espécie a ser explorada, constando somente como madeira de lei
¢ de qualidade, a qual abrangia o corte de canela sassafrds. Nos anos de 1990 - 1992 ndo
foram registradas autorizagdes para desmatamento. O Brasil passou a importar o safrol em

1991, depois da proibigdo da exploragfo da canela sassafras (EMBRAPA, 1998).



Tabela 1. Dados referentes a quantidade de madeira explorada (m®), total da 4rea explorada
(ha) e a média de exploragdo de madeira‘ha de canela sassafras (Ocotea odorifera Mez.),

durante os anos de 1982-1989",

Ano Total de Madeira Total da Area Média de Madeira
Explorada (m®) Exporada (ha) Explorada (m®)/ ha

1982 2.922.89 124,17 23,539

1983 9.963,40 1.821,84 5,468

1984 35.725,43 2.157,87 16,555

1985 51.803,44 2.812,10 18,421

1986 32.691,49 1.713,53 19,078

1987 47.478,56 2.747,77 17,280

1988 19.173,85 : 1.136,91 16,864

1989 9.812,37 376,04 26,093

Total 209.571,43 12.890,23 17,912

* Obtidos através da investigagio das autorizagSes de desmatamento efetuados no Estado de Santa Catarina
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéaveis (IBAMA), Floriandpolis -
1997.

1.3. Estudo de Mercado

Durante os anos de 1942 a 1947, houve uma consideravel flutuacio na produgdo de
6leo de sassafras em Santa Catarina devido a Segunda Guerra Mundial. Neste periodo, os
Estados Unidos foi o principal importador de 6leo, principalmente devido ao fato de nio
poder importa-lo do oriente. O decréscimo da produgdo durante os anos de 1944-47 pode
estar relacionado com a volta da abertura do comércio, principalmente com o Japdo que era
um grande fornecedor de 6leo de ca‘uifora (Tabela 2 ) (Dodsworth, 1948).

Para a extragio de 1 Kg de safrol sdo necessarios em média 3 m® de madeira, (Tabela
2), sendo que em 10 anos, estima-se que Santa Catarina produziu 8103,32 ton. de safrol para
abastecer o mercado externo, devastando um volume médio correspondente a 1.012.914,8

m’ de mata nativa.



TABELA 2. Quantidade (Kg) de safrol extraido de canela sassafras (Ocotea odorifera Mez.)
em Santa Catarina e exportado nos periodos 1942-47, agosto de 1969 a 1970, 1984, 1987 ¢
de janeiro a setembro de 1988 e a quantidade média de madeira em m’ necessaria para a

extragdo do devido dleo.

Ano Safrol (Kg) Madeira explorada (m’)
1942 124.260 15.532,5
1943 210.575 26.321,8
1944 591.947 73.993,4
1945 530.667 66.333,4
1946 367.665 45.958,1
1948 330.923 41.365,4
1969-1970 1799.000 224.875,0
1984 2.154.000 269.250,0
1987 1.302.362 162.795,25
1988 691.919 86.489,9
Total 8.103.318 1.012.914,8
l boroske 27

No contexto econdmico, o preco do safrol (Tabela 3) produzido em Santa Catarina
teve um aumento significativo, quando se compara os pregos praticados nos anos 60 e 70
com os pregos do final dos anos 80 e inicio dos anos 90. Possivelmente, este fato esteja

relacionado com a baixa disponibilidade de matéria prima para a sua extragdo.



Tabela 3. Pregos médios (US$) de safrol Kg extraido da canela sassafras (Ocotea odorifera
Mez.) e exportado, para os anos de 1960, 1970, 1987, 1989, 1990, 1991k(Rexter & Dobler,

1992).

Ano Precos médios (US$)
1960 1,90

1970 1,00

1987 4,00 a 7,20
1989 3,43

1990 3,23

1991 4,20 a 8,50

Segundo pesquisa feita por Rexter & Dobler (1992), através dos dados obtidos na

CACEX em 1992, as quantidades os paises importadores de 6leo de sassafrs brasileiro

foram:

De agosto de 1969 até junho 1970 foram exportados 1.799.000 Kg de 6leo, para os EUA
(48,9%), paises mediterrdneos (28,2%), Franga (7,0%), Alemanha (6,6%), Holanda
(2,4%) e outros (1,7%).

De Janeiro a Dezembro de 1987, foram exportados 1.302.362 Kg, cerca de 500.000Kg a
menos que em relagdo ao ano 69/70. Os maiores importadores foram: Japdo (46,0%),
EUA (27,7%), Italia (22,6%), Espanha (1,9%), Reino Unido (1,2%) € outros (0,6%).

De Janeiro a Setembro de 1988, foram exportados 910.000 Kg de 6leo para USA
(43,4%), Italia (31, 2%), Japdo (18,0%), Israel (5,0%) e Franga e Espanha (2,3%).

De Janeiro a Dezembro de 1989, foram exportados 417.608 Kg de dleo para Itdlia
(44,6%), Japdo (30,8%), EUA (23,8%) e 0,8% para outros paises.

De Janeiro a Dezembro de 1990, foram exportados 306.222 Kg de dleo para o Japao
(63,0%), Italia (30,0%) e EUA (6,0%) e 1,0% para outros paises.

De Janeiro a Novembro de 1991, foram exportados 255.073 Kg de dleo para o Japéo
(56,0%), Italia (34,0%) e USA (10,0%). -

Entre os principais compradores do 6leo de sassafras brasileiro aparecem os EUA,

Japdo e Italia, sendo varidvel a quantidade de dleo importado por estes paises de ano para



ano. Desde 1987 notou-se uma queda continua de exportagio de dleo, fato decorrente da
escassez de matéria prima.

Dados oficiais de exportagdo foram fornecidos até o ano de 1992 pela CACEX. A
partir deste ano, este 6rgdo foi extinto, sendo transferida sua fungfio para o Ministério do
Comércio Exterior. Com a extingdio da CACEX, grande parte dos dados de exportacio de
safrol tornou-se inacessivel, devido a dispersdo e/ou extravio dos dados estatisticos.

Nos ultimos anos o prego do safrol vem sofrendo uma crescente valorizagdo no
mercado externo, aspecto que pode estar relacionado a escassez do produto no mercado,

devido principalmente a ser um produto cujo sistema de produgdo baseia-se no extrativismo

(Tabela 4).

Tabela 4. Dados da variagdo de pregos (USS$) de safrol no mercado externo no periodo 1992-
98.

ANO PRECO EM MEDIO (US$)
1992#

1993* 4,77

1994* | 2,82

1995* 2,49

1996** 6,00

1997 ** 23,13

1998*+* 14,00

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

**Dados fornecidos pelo Orient Resources Company.

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

A partir da proibigdo do corte da canela sassafris, o Brasil passou da condigio de
pais exportador para importador de safrol, conforme os dados obtidos na FIESC (Federagéo
das Industrias do Estado de Santa Catarina), através do CNI (Sistema de Estatistica de
Comércio Exterior) e sistema ALICE (Importagdes Efetivas Dados Preliminares Consulta

por Mercadoria) da SECEX (Secretaria do Comércio Exterior) - DECEX (Departamento de



Operagdes de Comércio Exterior). Néo foi encontrado nenhum dado de exportagdo de safrol
na consulta feita aos sistemas em Novembro de 1998.

A estatistica de exportagdo de 6leos essenciais (NBM/SH : 3301) de canela sassafras
registrado pelo Posto de Controle e Fiscalizagio de Despachos Aduaneiros do Sistema de
Controle de Exportagdes de Produtos Florestais, pertencente ao Ministério do Meio
Ambiente ¢ da Amazonia Legal (IBAMA), tendo como base os despachos de exportagdo
extraidos do SISCOMEX, no Estado do Parana (Porto de Paranagu4), demostraram que no
ano de 1995 foram exportadas 37,62 ton. de safrol. No periodo de 1996-97 nio houve
exportagdo e em 1998 (Janeiro e Agosto) foram exportadas 14,96 toneladas, com um prego
médio foi de US$ 5,60 ao Kg no ano de 1995 e US$ 6,65 no ano de 1998 (TABELA 5).
Estes resultados foram levantados a partir de 1993, ano em que foi implantado o
SISCOMEX (Sistema Integrado de Comércio Exterior).

Como pode ser observado na Tabela 5, o corte de canela sassafrds continua
ocorrendo no Estado de Santa Catarina, pela Industria de Oleo Safrobras LTDA - CGC/MEF:
77.150.696/0002-48 - CANOINHAS/SC e Udo Beltramini - Indastria Comércio de
Madeiras LTDA - CGC/MF: 83.713.016/0001-79 - IBIRAMA/SC.

Durante muitos anos, o safrol contribuiu com uma grande arrecadagio de impostos e
gerou centenas de empregos, porém atualmente o 6leo de sassafras € importado da China e
do Vietnd que o obtém de Cinnamomum camphora (Lauraceae). No entanto, ha a
possibilidade do governo chinés proibir sua exploragdo, devido ao risco de extingdo da
espécie. A pesquisa para descobrir formas alternativas de produgdo de safrol sem depender

do extrativismo poderd vir a ser futuramente uma solug¢fo para abastecer o mercado.



Ad/1LV AT - 90F ‘SSBIOIN 031pausg eny -86-1000/1€6°ST0°LL *AN/DDD - VALT e[ SO3]() 3p OIIPWIO]) 3 BLHSNPU]
"OS/VINVYIEI - LT 181504 EXTED - L9LT “ OYINf 9P ST BY-6L-1000/910°€1L €S *IA/DDD - VAL SBISPR 3p 0101WI0)) BLISOPU] - UIEN[ag Op() z
"OS/SYHNIONVD - [S€ [e150d eXIBD - L9] “ISAYIS qOOB[ BNy~ 8%~2000/969"0S1°LL *TN/ODD - VALT Seiqoges 03[Q) °p eLnsnpuy

soprun) (SO9[0 3p

00°t8Y°66 961 NOL $9%9 SopeIsH WO 3 'pur  [00-0vS0L900/86  86/TSE00  86/10/8T
Funuerneg
004T0°L91 TI'ee NOL 0Z's ogder opfl 100-6589¢0/S6  S6/8600%0 $6/S0/61
1JBS 0910 |
00°000 €€ 0s‘s NOL 009 ogder 3p "puJ 100-LLSL900/S6  S6/10800  S6/10/LT
(¢S 1opeuoduy opdeuodxyg oyoedsog  ompoig
($Sn) 101BA opepnuend) apeprun oda1g sred Jopeuodxyg onsi3ay omwmN  Op Bl

'SIOARAOUSY STEINJE N
SOSINOSY SOP 3 UAQUIY O Op OTS[ISEIY OIMNSU] TS BIUQZEWY BP 9 SJUSIQUIY O OP OLIPISTUIIA] OB djusousiiad srejsarof]
sompoiq 3p sagdeyrodxy Sp S[ONU0Y) Op BWISISIS Op SONAUENPY SOYdRdSa(] 9P 0gSeZI[ROSI] 8 SjONU0Y) 3P 0150J ofad opensISal Guereq

Op OpeISH OU gndeuered op 00 OU OPezI[eal (‘Z3 D42/10po D210d()) SEIESSES B[oUL)) 3P [OhES op ogdenrodxa ap [e10]. °S VIdIV L



1.4. Propriedades do Safrol

Safrol € um composto natural alilbenzénico, incolor, ligeiramente amarelo com um
odor de sassafras. E insolivel em agua e muito solivel em dlcool. Tal composto ¢
combustivel quando exposto ao aquecimento. E um Componente que ocorre naturalmente
em mais de 70 O6leos essenciais derivados de fontes botanicas (por exemplo, Ocotea
odorifera, Sassafras albidum, Cinnamomum camphora) (IARC, 1976).

A férmula estrutural do safrol pode ser observada abaixo:
I _l
0

CH,CH=CH»
Safrol : 5-(2-Propenyl)-1,3-benzodioxole; /4-allyl-1 ,2-methylenedioxybenze

17

O valor econémico do safrol pode ser medido com base em dois de seus derivados, a
heliotropina, que € um fixador de aroma e o but6xido de piperolina, elemento essencial na
produgdo de inseticidas biodegradaveis. A heliotropina fixa aroma em produtos como:
perfumes, xampus, batons, logdes de barbear, amaciantes de roupa e detergentes liquidos. O
butéxido de piperolina € capaz de acelerar a agdo do principio ativo chamado piretro, -

encontrado em plantas de crisdntemo, muito eficiente no combate a insetos (EMBRAPA,

1998).
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O safrol é uma substancia que foi usada em medicamentos, bebidas, alimentos,
inseticidas e na fabricagdo de heliotropina, sendo também usado em sabdo e perfumes e
como agente flavorizante em drogas (IARC, 1976).

O uso de safrol em alimentos foi proibido por ser carcinogénico e hepatotoxico,
sendo seu uso em produtos de banho controlado. E esperado que esta substincia quimica

induza vomitos, alucinagdes e convulsées.(JARC, 1976).

1.5. Cultura de Tecidos

A propagacg8o vegetativa convencional de Ocofea odorifera, baseada na estaquia
apresenta baixa eficiéncia (Molinari, 1989). O poder germinativo apresenta resultados
aleatorios de 30 a 70 % (Carvalho, 1994). Tendo em vista estas limitagdes, técnicas de
cultura de células e tecidos vegetais se constituem em ferramentas que podem ser aplicadas
para a micropropagagdo clonal massal, bem como no desenvolvimento de linhagerns
celulares com potencial de produgédo de safrol in vitro.

Com excessdo da canela (Cinnamomum sp.), do louro (Laurus sp.) e do abacate
(Persea sp.), a familia Lauracea ¢ constituida de poucas espécies de destaques agrondmicos,
sendo a maioria florestais, com escassa literatura em métodos de propagacdo , notadamente
in vitro.

Técnicas de cultura de células e tecidos tém possibilitado a obtengdio de excelentes
resultados com espécies florestais. Todavia, no caso da canela sassafras hd necessidade de se
desenvolver métodos de propagagdo eficientes para que se possa repovoar areas onde esta
espécie ja foi praticamente extinta, bem como estabelecer linhagens celulares de
comportamento superior, no que se refere a biossintese do metabdlito em tela.

A obtengdo de compostos de interesse, via culturas de células e tecidos, apresenta-se
como alternativa. Culturas de células in vitro tém permitido nfio apenas a realizagdo de
estudos relativos a sintese de compostos, como também o incremento na produgéo destes,
quando comparados com a planta inteira, em condi¢Ses especificas de cultivo. Independente
de condigdes climaticas, ou circunstincias politicas, um fluxo constante de produtos de
qualidade € assegurado, sem o risco de extingéo da espécie de interesse como decorréncia de

uma agdo extrativista exacerbada (Maraschin, 1998).

11



Estudos de biossintese de metabolitos secundarios utilizando modelos de culturas

celulares tem apresentado sucesso, uma vez que a taxa de incorporagdo de precursores

marcados mostra-se usualmente maior neste sistema, em relagdo a planta intacta (Wijnsma,

1986).

Exemplos de produgfo in vitro de metabolitos secundarios que lograram sucesso, na

medida em que os niveis de sintese foram superiores em relagcdo a planta intacta, s3o

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Metabodlitos secundérios produzidos por

concentragles superiores aquelas encontradas em plantas intactas.

cultura de tecidos de plantas em

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

(Fontanel & Tabata, 1987).
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1.6. Culturas Celulares como Produtoras de Izletab(')litos Secundarios

O potencial biossintético de’culturas celulares derivadas de tecidos distintos pode
ser variavel em fungdo da totipoténcia bioquimica das células vegetais. Tal conceito foi
introduzido por Zenk (1978);e refere-se a existéncia do potencial genético e fisioldgico
necessarios a sintese dos%tabélitos por parte da célula, independentemente do tecido de
origem. Nesse contexto, o potencial biossintético ¢ expresso quando as células sdo
cultivadas em condi¢des semelhantes aquelas encontradas no tecido de origem. Tal
afirmacdo considera, de modo implicito, que a expressdo génica envolvida na biossintese de
metabdlitos secunddrios encontra-se sob um mecanismo de controle do tipo repressdo-
desrepressdo (Mantell & Smith, 1983).

A variagdo somaclonal existente nas populagdes celulares de plantas, de ocorréncia
espontanea, tem sido observada em varios sistemas de cultivo in vitro, incluindo cultura de
protoplastos (Shepard et al., 1980), calos, suspensdes celulares (Smith & Street, 1974) ¢
6rgios (Earle & Gracen, 1984), podendo ter sua origem em fatores genéticos ou
epigenéticos (Hadi & Bridgen, 1996). No primeiro caso, muta¢des pontuais (Evans & Sharp,
1983), alteragSes de nimero (poliploidia e aneuploidia) ou de arranjo cromossomal
(recombinagdo), de numero de copias de gens, bem como as variagGes citoplasmaticas
(Tabata et al., 1978) tém sido relatados, sendo estes transmitidos a progénie (Scowcroft &
Larkin, 1988). A poliploidia se mostra como o fendémeno de maior ﬁ'equén(l:ia de ocorréncia

nos cultivos in vitro, sendo dependente do tipo e concentracdo de citocininas utilizadas. O

aparecimento de células aneupldides parece ter relagdo direta com o envelhecimento das

i X ;'i/ S

culturas (Evans et. al., 1987).

VariagGes de causa epigenética surgem a partir de agentes de meio, bidticos ou

abioticos, sendo fenotipicamente estdveis, mas ndo sexualmente transmitidas as proximas

geragdes. Como exemplo, a biossintese de metabdlitos secundarios é dependente do indice

mitético, o qual € diretamente afetado pela presenga de reguladores de crescimento no meio

de cultivo. A natureza auxinica ou citocininica e a concentragdo destes compostos pode {

levar a alteragGes significativas na produ¢do de compostos de interesse. Zenk et al. (1975) 4

observaram incrementos significativos na produgfo de antraquinonas, em suspensdes
celulares de Morinda citrifolia, por agdo do 4cido naftalenoacético (ANA), enquanto o

acido 2, 4 diclorofenoxiacético (2,4-D) suprimiu totalmente a sintese do composto em tela.
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Em estudos posteriores, foram observadas variagbes amplas na taxa de sintese de
antraquinonas em meio contendo variantes quimicos do 4cido 2,4-D. O substituinte na
posi¢io para neste composto expressou um drastico efeito no desencadeamento da
biossintese de antraquinonas € no crescimento celular (Zenk, 1978).

Uma terceira ¢ mais simples abordagem das causas da heterogeneidade celular in

vitro, a considera como resultante de diferencas cinéticas no processo de diferenciagéo

{7( (assincronia), em dado momento da cultura (Petiard et al., 1987). Estudos mais detalhados
dos efeitos de fatores envolvidos na biossintese de metabdlitos secundérios foram revisados
por Butcher (1977), Staba (1980), Mantell & Smith (1983) ¢ Fowler et al. (1985), todavia,
independente da origem da variagio somaclonal, pouco se conhece a respeito das causas ¢
dos mecanismos envolvidos na expressdo desse fendmeno (Hadi & Bridgen, 1996).

O estudo do incremento da variabilidade genética em cultivos celulares decorrente da
variagio somaclonal tem despertado o interesse cientifico de forma mais intensa a partir do
inicio dos anos 80 e vem sendo alvo de varias andlises, sob enfoques moleculares, genéticos,
bioquimicos e fisiologicos (Larkin & Scowcroft, 1981; Benzion et al., 1986; Evans et al.,
1987; Ohta & Verpoorte, 1992; Mantell ef al. 1994). Contudo, a despeito do enfoque dado,
ressalta-se a importincia da estabilidade do padrdo caracteristico de uma linhagem
selecionada, expresso ao longo das geragdes de cultivo. A variabilidade genética em cultivos
celulares mostra-se interessante num primeiro momento, todavia, passa a ser um fator

negativo em etapas subsequentes & selegdo de uma linhagem com alto potencial produtivo

(Petiard et al., 1987).

1.7. Vantagens do Sistema de Culturas de Células em Suspenséo

No contexto pratico, estudos da variabilidade genética de somaclones podem ser
melhor desenvolvidos quando se trabalha com culturas celulares em suspensdo. Tal sistema
possui vantagens sob o cultivo em meio semi-sélido que incluem: répida taxa de
crescimento, contato direto entre meio de cultura e a maioria das células, remogdo da
polaridade tissular em relagdo a gravidade, facilidade de remogdo/alteragdo do meio de
cultivo e eliminagio de gradientes de concentragdo de nutrientes no meio de cultivo e

superficie celular. Resultados experimentais demonstram que este sistema evidencia
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maiores taxas de limitagio de crescimento, como conseqii€ncia de uma maior taxa de
difusio de nutrientes em relagdo ao cultivos estéticos. Além disso, ndo ha justificativa
econdmica para a manutencdo de centenas de cultivos em meio semi-solido, quando a
mesma biomassa pode ser cultivada em biorreatores de forma mais simples (Staba, 1980).
Parece consenso que cultivos celulares em suspensdo s@o, eventualmente, mais acessiveis a
manipulagiio experimental em relagio aquelas mantidos em meio semi-solido (Reinert &
Yedman, 1982). A exploragdo da variabilidade somaclonal de populagdes celulares tem nos
cultivos em suspens3o maior probabilidade de sucesso.

De grande importéancia vem a ser a defini¢do do momento mais propicio para a coleta
de biomassa em cultivo, uma vez que nem sempre ha coincidéncia entre a mixima taxa de
acimulo de biomassa e o maior nivel de sintese/liberagdo de compostos de interesse nas
culturas in vitro. Essa afirmacéo baseia-se na existéncia de uma relagfo inversa entre taxa de
crescimento celular e sintese de metabolitos secundarios, de modo que as maiores
concentracdes de metab6litos tém sido encontradas, usualn\lente, ao final da fase
exponencial de crescimento e/ou inicio da fase estacioniria. Modelos de cultivo que
envolvem dois estagios tém sido propostos como os mais adequados a produgdo de
metabolitos secunddrios. No primeiro estagio, as células sdo cultivadas em condi¢bes que
priorizam o incremento de biomassa, enquanto no segundo estagio as condigSes de cultivo
favorecem a sintese dos compostos de interesse. Do ponto de vista bioquimico, a geragéo ¢ o
actmulo de metabdlitos secundarios, em dado momento da cultura, € fun¢fio de um balango
que envolve os processos de biossintese, transformagéo e degradagdo (Mantell & Smith,
1983).

Atualmente, existe pelo menos um sistema comercial (Mitsui Petrochemical
Industries, Japdo) para a produgdo de chiconina através do cultivo in vifro de suspensdes
celulares de Lithospermum erythrorhizon, a uma taxa de 1,5 g.L °, o que representa .um
indice 15 vezes superior aquele encontrado na planta intacta (Fujita ez al., 1981). Todavia,
este exemplo ainda configura uma excegdio quanto a exploragdo comercial de metabolitos
secundarios oriundos de culturas celulares. O patenteamento de processos biotecnologicos
de produgdio de esteviosideo (Stevia rebaudiana), berberina (Coptis japonica), reserpina
(Raulwolfia serpentina) e 4gar (algas), via culturas celulares tem sido requerido no Japéo.

No Reino Unido, a produgfo de nicotina a partir de culturas de raizes de Nicotiana tabacum
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também er;contra-se patenteada (Staba, 1980). Além dos sucessos € vantagens comerciais,
culturas in vitro de células vegetais tém gerado significativas contribuigdes ao entendimento
dos processos de biossintese de compostos de interesse cientifico e tém firmado seu
potencial como fonte de enzimas de significativo valor econdmico, tais como papaina,
bromelina, ficina € o e P amilases (Hay et al., 1988).

A utilizagdo de linhagens celulares como fonte de metabélitos secundérios deve levar
em conta, de modo corrente, a possibilidade de que clones de alta produtividade isolados e
subcultivados podem, ao longo do tempo, expressar um declinio em seus niveis de
produtividade ap6és uma série de repicagens, fazendo-se necessaria uma constante
resselecdo. Contudo, em muitos destes casos, os clones ndo derivaram de uma célula {inica
(Funk et al., 1987). A clonagem de células baseia-se em dois métodos amplamente usados :
a clonagem de células isoladas (single-cell cloning) ea clonagem de pequenos agregados
celulares (Fontanel & Tabata,1987). A sele¢dio de células isoladas com alto potencial
produtivo visa reduzir a possibilidade de heterogeneidade nos subcultivos, porém ndo a
elimina (Ohta & Verpoorte, 1992). Este método, quando comparado & selegéo de agregados
celulares tém gerado um menor indice de variagdo somaclonal, a0 menos nas primeiras
gerages. Stafford (1986) e Evans et al. (1987) sugerem que a instabilidade genética
observada em linhagens celulares, independente do método de selegdo, advém do fato de
que o material de origem & intrinsecamente instavel. De fato, a instabilidade na produgéo de
metabolitos secundarios nos cultivos celulares parece ser a regra. Como excegdes, uma
linhagem estavel de Euphorbia milli foi selecionada por Yamamoto ef al. (1982),
acumulando antocianinas em concentragSes sete vezes superiores aquela encontrada no calo
de origem. Sato & Yamada (1984) selecionaram uma linhagem celular com alta produgdo de
berberina em cultivos de Coptis japonica, a qual se manteve estavel mesmo apos 27
subcultivos. A manutengdo de caracteristicas agronomicamente importantes em somaclones
de tomateiro e cana-de-agicar foi viabilizada através da propagacdo vegetativa
(multiplicagio) de materiais selecionados in vitro (Evans et al., 1987).

Considerando-se esse fato, a exploragdo da variabilidade genética contida nos
somaclones requer instrumentos de identificagdo bastante precisos para ser mais
eficientemente avaliada. Os processos de selegdo de linhagens comumenteAempregados em

culturas celulares sdo de eficiéncia relativa, devido as ocorréncias de falta de uniformidade
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comportamental observadas. Além disso, essas praticas demandam tempo, trabalho intenso e
custo econdmico elevado. A referida heterogeneidade de comportamento ocorre porque uma
linhagem vem a ser uma populagdo de células que expressa algumas caracteristicas

definidas, ainda que cada célula possa ndo ser idéntica a outra (Staba, 1980).
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1.8. Condigdes de Cultivo € Meio de Cultura

O meio de cultura pode ser influenciado por diversos fatores, entre os mais
importantes podem ser considerados: o balango e tipos de nutrientes minerais, associados a
diferentes tipos e concentragdes de fitorreguladores (Preence, 1995); as fontes e
concentragdes de nitrogénio reduzido e/ou oxidado (Durzan,1985, 1987; Smith & Krikorian,
1990; Niedz, 1994; Halperin, 1995); fontes de carbono (Attree & Fowke, 1983; Schripsma
et al., 1990; Carrier et al.,1997; Marachin, 1998); vitaminas, aminoacidos € os complexos
organicos (George, 1993); o pH (Smith & Krikorian, 1990; George, 1993); as condigGes
ambientais externas como a luz, fotoperiodo, umidade relativa (Robertz, et al., 1990; ,
Schripsma et al., 1990) e internas, como o tamanho do frasco, tampa, a constitui¢do fisica e
o volume do meio e as trocas atmosféricas (Schripsema et al., 1990; Tulecke, 1997).

Desta forma, quando se pretende trabalhar com uma nova espécie, para se obter a
indugdo da morfogénese in vitro, Preece (1995) recomendou testar trés diferentes

formulagdes minerais: uma com altas concentragdes, uma intermedidria e uma de baixa

concentragdes de sais.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos a geragdo de informages relativas a analise do
perfil de exportagdo e importagfo de 6leo sassafras/safrol, o comportamento celular in vitro e a
heterogeneidade genética de populagdes celulares de Ocotea odorifera. No que se refere ao
Gltimo aspecto, os resultados obtidos deverdo constituir suporte basico para o direcionamento
de futuros trabalhos visando a sele¢do de linhagens celulares com alto potencial de produgfo de
safrol.

2.1. Objetivos Especificos

2.1.1 - Obter informagSes da quantidade de madeira de canela sassafras que foi explorada,

através da consulta das autoriza¢Ses de desmatamento fornecidas pelo IBAMA/SC.
2.1.2 - Levantamento de dados de exportagdo e importagdo de safrol.

2.13 - Definir a2 melhor combinagfio da formulagdo mineral, para o desenvolvimento de

linhagens em meio de cultura semi-sélido ¢ liquido.

2.1.4 - Determinagdo do padriio de crescimento das culturas celulares em meio liquido e

semi-solido.

2.1.5 - Andlise citoquimica e estudos de variabilidade genética das células cultivadas in vitro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condigdes de Cultivo

As etapas laboratoriais foram desenvolvidas no Laboratorio de Morfogénese Vegetal
e no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (Departamento de
Fitotecnia — CCA- Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis-SC).

Utilizaram-se como fontes de material para elaboragdo dos experimentos calos de
folhas e raizes de canela sassafras cultivados in vitro em meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) adicionado de 32 uM de 2,4-D.

Para os ensaios com cultura de células em meio semi-s6lido, foram utilizadas placas
de Petri , contendo 25 ml de meio de cultura por placa. Para a multiplicagéo das culturas em
suspensdes celulares foram utilizados Erlenmeyers de 250 ml com 25 ml de meio de cultura
¢ mantidas em agitador rotatério orbital a 1 rpm (aparato de Steward). Os valores de
biomassa inoculada em cada frasco foram determinados em balanga Metteer Toledo PB 302
(amplitude : 310g - min: 0,2) e todas as culturas permaneceram em sala de crescimento na
auséncia de luz, com temperatura de 27 + 2°C.

A analise dos dados foi realizada através de software Wagen desenvolvido na

Divisiio de Farmacognosia da Leiden University -Holanda.

3.1.1. Culturas de células em suspensio

Com o objetivo de definir o meio de cultura basal padrdo a ser utilizado para o
crescimento celular, biomassa de calos (0,1 g) de culturas de células de raizes mantidas em
meio semi-sélido foram inoculadas em meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), LPm
(von Arnold & Eriksson, 1981) ¢ WPM (Lloyd & McCown, 1980), com base nas
consideragdes sobre o balanceamento dos constituintes salinos feitas por Preece (1995). Aos
meios de cultura basais foi adicionado Picloram (Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) (10
uM) em combinag¢do com Cinetina -KIN (1 uM).Testou-se também a formulagéo salina MS
suplementada com 4cido 2,4-diclorofenoxiacético - 2,4-D (9,04 uM), 6-benzilaminopurina -
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BAP (8,88 uM) e Cinetina - KIN (13,95 pM) (Queiroz & Maraschin, 1992). Estes meios de
cultura foram suplementados com sacarose (3%) e vitaminas de Morel (Morel &Wétmore,
1951). O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem do meio de cultura.

Apbs 45 dias, algumas culturas foram filtradas em peneira metalica com didmetro de
poro de 0,2 mm, centrifugadas e colocadas em estufa a 60°C durante uma semana para
obtengéo do peso seco.

Analises da taxa crescimento celular de cada tratamento em suspensdo foram realizadas
através da obtengdo das curvas de dissimilagdo (Schripsema, 1991), utilizando-se 4
Erlenmeyers de 250 ml, cont;;da 25 ml de meio de cultura, nos quais células de raizes. Estes
frascos foram fechados com folhas de aluminio e pesados em intervalos de 24 horas. Como

controle, foram usados 2 frascos idénticos, contendo somente o meio de cultura.

3.1.2. Cultura de células em meio semi-sélido

Para avaliar o efeito e composicdo de diferentes meios de cultura, calos de folhas de
canela sassafrds com biomassa de 0,8 g foram inoculados nos meios de cultura MS, LPm e
WPM. Ao meio de cultura basal foi adicionado Picloram (10 uM) em combinagdo com KIN (1
uM). Testou-se também o meio de cultura MS suplementado com 2,4-D (9,04uM), BAP
(8,88uM) e KIN (13,95 pM) (Queiroz & Maraschin, 1992). Estes meios de cultura foram
suplementados com saéarose a 3% (p/v), vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951) e agar
a 0,7% (p/v). O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem do meio de cultura.

A taxa crescimento celular de cada tratamento em meio semi-solido foi determinada
através da obtengdo das curvas de dissimilagfo, utilizando-se 6 placas de Petry, contendo 25
ml de meio de cultura. Estas placas foram vedadas com parafilme e pesadas em intervalos de
24 horas. Como controle, foram usados 2 placas idénticas, contendo o mesmo volume de meio

de cultura.
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3.1.3. Variagio somaclonal e anlise citoquimica

Analise da ocorréncia de somaclones variantes foram realizados por microscopia
dotica , utilizaﬁdo-se amostras de células cultivadas em meios de cultura MS, LPm e WPM,
adicionados de Picloram (10 pM) em combinagfio com KIN (1 pM) e MS suplementado
com 2,4-D (9,04pM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 pM) (Queiroz & Maraschin, 1992). As
avaliagdes foram feitas aos 15 e 30 dias ap6s a inoculagdo. Utilizou-se microscopio 6tico
Olympus BX40, com cimara fotogéafica Olympus PM-C3 50X.

Paralelamente, estudos citoquimicos foram realizados, empregando-se a técnica de
dupla coloragdo em Azul de Evans (0,1%) ¢ Carmin Acético(2%), para a detecgdo de
proteinas e de seus conjugados (Durzan, 1988). A identificagdo de clones celulares
contendo grios de amido e corpos lipidicos foi realizado marcando as células com solugdo

de Lugol e Sudam III, respectivamente (Johansen, 1940).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Culturas de células em suspensdo

A evolugdio das fases de crescimento das cultura de células em suspensdo de O.
odorifera, nos diferentes meios de cultura e reguladores de crescimento, podem ser
observados na Tabela 7.

A curva de crescimento da populagdo LP2 (Figura 1), em meio de cultura LPm
adicionado de Picloram (10 pM) e KIN (1uM), caracterizou-se por uma fase inicial,
exponencial e estaciondria com 10 dias de duragfio em cada periodo. Este comportamento
diferiu daquele observado para a populagido LLP4, a qual apresentou fase inicial inferior a 24
horas, fase exponencial de 8 dias e fase estacionaria de 24 dias (Figura 2). A integral da area
correspondente a curva de dissimilagdo foi de 35,45 unidades no frasco LP2 e de 36,24
unidades no LP4, indicando uma taxa metabélica similar para as populagdes em tela. Em
ambas as curvas foi observado um padriio quadratico de dissimilagdo de carbono (* = 0,96048
e 0,97005, para LP2 e LP4, respectivamente).

As populagdes LP2 e LP4 apresentaram um pequeno incremento de biomassa
biemassa em fungdo do tempo, para as condigdes utilizadas. Muitas vezes a diminuig¢éo da
intensidade de crescimento pode ser atribuida & existéncia de condi¢Ses limitantes ao
crecimento, impostas pelo esgotamento dos nutrientes no meio de cultura, podendo ainda
A sele¢do de clones com taxas de crescimento reduzidas pode ser interessante, quando
objetiva-se a produgo de metabélitos secundarios. Tal afirmagdo tem sido frequentemente
encontrada na literatura, a qual indica a existéncia, em varios casos, de uma relagdo inversa
entre 0s pardmetros incremento de biomassa e taxas de sintese/acimulo de metab6litos

| secundarios em cultivos celulares (Ohta & Verpoorte, 1992). A utilizagao de clones com as

caracteristicas acima referidas podera ser interessante quando se pensa em um sistema de
cultivo em dois estdgios, como estratégia de produgdo/otimizacio de metabdlitos
secundarios (Maraschin,1998).

Populagbes celulares mantidas em meio de cultura MS adicionado de 2,4-D

(9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 pM), apresentaram comportamentos distintos
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quanto a duragdo das fases de crescimento das populagdes MC2, MC3 e MCS5 e variagdo do
contetdo final de biomassa acumulada, refletindo padrdes metabdlicos diferenciados entre
as populagdes, também neste meio de cultura. |

A populagdo MC2 apresenta uma fase inicial longa, com 12 dias, fase exponencial de
10 dias e 18 dias de fase estaciondria, este padrdo de crescimento proporcionou maior perda
de peso por dissimilagéo de carbono, apresentou uma area de 230,62 unidades, descrita pela
integral da area da curva de dissimilagéo (Figura 3). A populagio MC3 apresentou uma fase
inicial de curta dura¢do (menor que 24 horas), e 8 e 4 dias para as fases exponencial e
estaciondria, respectivamente (Figura 4). A populagdo MCS5 evidenciou um comportamento
semelhante para a e fase inicial, diferindo quanto as fases exponencial (5 dias) e
estacionaria (25 dias), respectivamente (Figura 5) . O acimulo de biomassa nas tltimas duas
populagdes foi menor, comparativamente a populagdio MC2, demostrando uma 4rea para
correspondente a integral da curva de dissimilagdo de 66,23 para o meio MC3 e 81,56 para o
meio MCS5 (Figuras 4 € 5).

Populagdo celular cultivada em meio de cultura MS, adicionado de Picloram (10
uM) e KIN (1uM) (MP7), apresentou uma fase inicial menor que 24 horas, fase exponencial
de 7 dias e um fase estacionaria de 22 dias (Figuras 6 ). A integral da area da curva de
dissimilagdo referente a populagdo foi de 128,93 unidades.

A formulagdio salina MS tem sido amplamente utilizada ha em sistemas de produggo de
metabdlitos secundarios in vitro. Segundo Whitmer et al. (1998), o meio de cultura MS
adicionado de auxinas, promove actimulo de alcaléides em células cultivadas em meio liquido
de Catharanthus roseus. A produgio do antifiingico espirostano (saponina) foi obtida a partir
de suspensdes celulares de Solanum chrysitrichum em meio de cultura MS, com uma
concentragdo de sacarose de 30 a 45 g/l (Villarreal et al., 1997). J4 formulagdo salina LPm ¢
largamente utilizada na inducBio de embriogénese somatica em sistemas de suspensdes
celulares em coniferas, principalmente em Picea glauca € P. engelmannii (Roberts et al.,
1990), P. rubens (Harry & Torpe, 1991).

O padréo de crescimento de calos em meio de cultura WPM (WP2) adicionado de
Picloram (10 uM) e KIN (1uM) (WP2), apresentou uma fase inicial menor que 24 horas, 9

dias para a fase exponencial e uma fase estacionaria que prolongou-se por um periodo de 21
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dias (Figura 7). A area da curva de dissimilagdo obtida para esta populagdo foi de 72,04
unidades.

A populagio celular cultivada no meio WPM apresentou menor perda de
dissimilagdo de carbono, em relagdo ao meio MS, para uma mesma composi¢do de
reguladores de crescimento. Esta diferenga pode se justificada devido, principalmente, a
composi¢do salina do meio WPM que apresenta menor concentra¢do total de nitrogénio
(15,5 mM), comparativamente a solugdo salina MS (60mM).

Os compostbs que suplementam os meios de cultura, principalmente os reguladores
de crescimento, exercem influéncias na taxa mitdtica e na sintese de metabdlitos secundarios
(George & Sherrington, 1984). Muitas vezes, auxinas como o 2,4-D agem como fortes
repressoras do metabolismo secundério em culturas de células, bem como muduladoras do
processo de crescimento de células e diferenciagdo celular (Lindsey & Yeoman, 1987,
Sakuta & Komamine, 1987). Ja o Picloram ndo ¢ um regulador de crescimento comumente
utilizado em plantas, tendo sido usado para a promover incrementos na taxa de crescimento
de Taxus sp.(Ketchum & Gibson, 1996). Segundo Furmanowa et al. (1997), a utilizagdo de
Picloram (10 pM) melhorou o crescimento de calos em meio de cultura WR ¢ BS5, porém
nfio mostrou efeitos sobre a taxa biossintética de taxol.

A determinagfo do tempo de residéncia de uma populagdo celular em um meio de
cultura é de fundamental importancia nos cultivos de células em suspensdo, porque otimiza
o sistema de produgdo de compostos com potencial comercial. A anilise de crescimento in
vitro assume importdncia na medida em que se define o intervalo de repicagens, a
uniformidade genética das populagdes em cultivo, define a taxa de incremento de
incremento de biomassa na unidade de tempo e possibilita o estudo relativo deste ultimo

pardmetro com a sintese de metabélitos de interesse (Maraschin, 1998).
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Tabela 7. Duragdio das fases de crescimento de culturas células em suspensdo de Ocotea
odorifera, nos meios MS, WPM e LPm, adicionados de Picloram - (P) (10 uM) e Cinetina -
(K) (1uM) e MC24 (MS adicionado de 2,4-D (9,04 uM), BAP (8,88 uM), cinetina (13,95

uM), trinta dias apos a inoculag&o.

Meios de N° Durago das fases de crescimento
cultura frasco _ (dias)
- inicial: 12
- exponencial: 13
MC24 2 - estacionaria: 18
y =4,28019 - 0,26614x + 0,02722x - 0,00063x" + 3,9106E-6x*
r =0,92216

- inicial: < 24 horas
- exponencial: 8
MC24 3 - estaciondria: 21
y =1,36034 + 0,25601x - 0,02617x + 0,00108x’ - 0,00002x"
I’ =0,96718
- inicial: < 24 horas
- exponencial: 4
MC24 5 - estacionaria: 25
y =2,55918 + 0,06399x - 0,0768x + 0,00035x° - 5,2886E-6x"
r* =0,76681
- inicial: < 24 horas
- exponencial: 7
MS P10K1 7. - estacionaria: 22
y = - 4,69898+ 0,11549x - 0,00959x* + 0,00032x" - 3,6893E-6x"
r =0,97273
- inicial: < 24 horas
- exponencial: 9

WPM 2 - estacionaria: 21
P10K1 y = 0,56458 + 0,28274x - 0,0748x - 0,00019x’ + 7,1213E-6x*
1 =0,93672
- inicial: 10
- exponencial: 10
LPm P10K1 2 - estacionaria: 10
y = 0,87396 - 0,09486x + 0,01173x - 0,00029x° + 8,6206E-7x"
= 0,96048

- inicial: < 24 horas
- exponencial: 8
LPm P10K1 4 - estaciondria: 24
y =0,79148 + 0,12356x - 0,01052x* + 0,00036x - 4,3646E-6x"
r = 0,97005
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Os parametros de peso fresco € peso seco foram usados na avalia¢8o do incremento
de biomassa ¢ sio mostrados na Tabela 8. O maior peso fresco (370,0 mg) foi encontrado
nas células cultivadas em meio de cultura MS, adicionado de Picloram (10 pM) e KIN
(1uM), porém, o maior peso seco (25,10 mg) foi encontrado nas células cultivadas em meio
LPm adicionado de Picloram (10 pM) e KIN (1uM), seguido por 14,00 mg das c€lulas
cultivadas em meio MS. O nivel de hidratagdo celular ¢ muitas vezes fonte de significativa
variagio e erro em analises que consideram o peso fresco como referéncia. O peso seco, por
sua vez, tem sido muito utilizado porque é considerado mais preciso que os demais, todavia

constitui-se em um método destrutivo das amostras.

Tabela 8. Peso fresco e peso seco de células de Ocotea odorifera, cultivadas em meio

liquido, tendo como fonte de inéculo 0,1 g de células, apés 40 dias em meio de cultura.

Meio de N° Peso fresco Peso seco
Cultura Frasco (mg) (mg)
WPM P10K1 -2 310,0 13,30
MS P10K1 7! 370,0 14,00
LPm P10KI 2 350,0 25,10
MC24 3 240,0 | 8,80
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4.2. Cultura de células em meio semi-sélido

Conforme a Figura 8, a curva de dissimilagdo obtida no meio de cultura WPM
(WP2), adicionado de reguladores de crescimento, apresentou um comportamento de
incremento de biomassa segundo um modelo exponencial, o qual se estendeu durante todo o
periodo de cultivo, ndo atingindo a fase estaciondria. Este meio de cultura promoveu um
grande incremento de biomassa, descrevendo uma érea de 181,22 unidades, calculada a
partir da integral da 4rea da curva de perda de peso por dissimilagdo (Tabela 9). As
popula¢es celulares, cultivadas nesse meio nutritivo, obtiveram um maior acimulo de
biomassa, avaliada através da dissimilagiio de carbono, comparativamente com os demais
meios utilizados.

Valores da 4rea da curva de perda de peso por dissimilagéo das colonias de células
cultivadas em meio de cultura MS, suplementado de Picloram (10 pM) mais cinetina (1 pM)
(MP), apresentaram valores de areas para as curvas de dissimilagdo similgres nas diferentes
placas, sendo que o maior valor foi observado na placa MP6 (98,24 unidades de area). Esta
combinagdo de reguladores de crescimento apresentou valores menores de incremento da
biomassa em relagdo aquele obtido em meio de cultura WPM e superiores aos obtidos em
meio MC24, conforme pode ser observado na Tabela 9.

Populagdes celulares do meio MP1 apresentaram um padréo de crescimento segundo
um modelo quadratico (’=0,91087), ndo atingindo a fase estacionaria. Este dado pode estar
diretamente ligado & capacidade de sustentagdo do crescimento celular do meio de cultura
utilizado (Figura 9). Resultados similares foram observados nas populagdes MP2 (Figura
10) e MP5 (Figura 11). A populagdo MP6 apresentou uma fase inicial menor que 24 horas e
uma fase exponencial com grande crescimento nos primeiros 10 dias. Apos este periodo, o
crescimento mostrou-se mais lento, sendo que a fase estacionaria ndo foi alcangada ao final
do experimento (Figura 12).

Na Figura 13, pode-se observar o aspecto dos calos mantidos em meio MS ¢ WPM
adicionados de reguladores de crescimento.

Calos cultivados em meio de cultura MC24 (MC) apresentaram padrdes lineares de
crescimento, revelando a existéncia de somaclones com cinéticas distintas de incremento de

biomassa, em relagdo aquelas ja descritas para outros meios de cultura avaliados. Na
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populagdio MC2, o comportamento da curva de dissimilagdo apresentou um pico de
crescimento aos 35 dias (Figura 14); comportamento este que também pode ser observado
nas populagées MC4 (Figura 15) e MC6 (Figura 16)'. Ja a populagdo MCS5 alcangou a fase
estacionaria em momentos anteriores, 30 dias ap6s a inoculagéo (Figura 17). Conforme pode
ser observado na Tabela 10, as taxas de dissimilagdo das populagdes MC2, MC4 e MCS5,
mensurada através da integral da 4rea das curvas de crescimento, mostraram-se menores,
comparativamente ao meio MC4, a qual obteve um maior acimulo de biomassa ao longo do
tempo. Segundo Maraschin (1998), fatores limitantes ao crescimento presentes no meio de
cultivo podem estimular a sintese de metabdlitos de interesse, na medida em que geram uma
condigdo de estresse celular, porém, sistemas de cultivo em meio semi-sélido sdo de menor
interesse quando se objetiva a produgio em grande escala de metabdlitos secundarios.

Como podemos observar na Figura 18, populagdo mantida em meio de cultura LPm
(LP4), suplementado com Picloram (10 pM) e KIN (1uM), apresentou um padrdo de
crescimento segundo um modelo quadratico (*® = 0,95791). A curva de crescimento
mostrou-se exponencial durante todo o periodo de cultivo, nfo atingido a fase estaciondria.
Ap(’)S 35 dias em meio de cultura a curva de dissimilagdo apresentou uma area de 48,23
unidades.

Embora as interagdes entre as formulages salinas e os reguladores de crescimento
ndo apresentaram evidéncias claras nas variagdes na duragdo das fases de crescimento, ¢
-importante ressaltar que a otimizagdo dos nutrientes salinos nos meios de cultura pode tornar
possivel a reduc¢@o da concentragdo dos reguladores de crescimento adicionados nos meios
(Preece, 1995).

Verificou-se uma grande incidéncia de material contaminado, ap6s 7 dias nos
meio de cultura LPm ¢ WPM adicionados de Picloram (10 uM) e KIN (1 uM), fato que
pode estar relacionado com a incidéncia de contaminag@o endogena do material utilizado

como explante.
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Tabela 9. Valores de unidades de area das curvas de dissimilagdo de colonias de células de
Ocotea odorifera, cultivadas em meio de cultura MS semi-s6lido, suplementado com
Picloram (10 pM) e cinetina (1 pM) — MSP10K1- e MS suplementado com 2,4-D (9,04
uM), BAP (8,88 uM), cinetina (13,95 uM) — MC24 -, ap6s 35 dias em meio de cultura.

Meios de N° do Perda de peso por dissimilagéo Area dacurva de
Cultura frasco (mg) dissimilagdo(unidades)
WPM P10K1 2 1,93 181,22
MS P10K1 1 2,12 69,84
MS P10K1 2 1,97 89,18
MS P10K1 5 1,88 80,59
MS P10K1 6 1,89 98,24
MC24 2 1,98 17,68
MC24 4 2,49 64,09
MC24 5 1,94 4,54
MC24 6 1,97 30,97
LPm P10K1 4 2,14 48,23
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4.3. Variagdo somaclonal e analise citoquimica

Os resultados obtidos nos experimentos descritos indicam niveis de variabilidade
genética consideraveis nas populagdes celulares originarias de folhas e raizes de Ocotea
odorifera, independente do sistema de cultivo. Tipos celulares apresentando variagdes
morfologicas foram frequentemente encontrados, havendo uma predominéncia de células
com formado elipsoidal, em relagdo a forma globular, aspecto este dependente da
constitui¢cdo de meio de cultura. Da mesma forma, uma condi¢do de assincronia de ciclo
mitético foi observada nas populagdes celulares estudadas, independente do meio de cultura
utilizado, reforcando a existéncia de somaclones em estidgios distintos de
crescimento/diferenciagdo. No contexto subcelular, este fato pode ser demonstrado pela
presenga ndo uniforme de estruturas indicativas de especializagdo celular (vactolos, e.g.) no
que concerne ao metabolismo celular. Somaclones evidenciando a presenga de vactiolos sdo
encontrados concomitantemente a presenga de células desprovidas desta organela, indicando
a existéncia de niveis distintos de diferenciagdo a nivel subcelular nas populagdes estudadas.
Tal fato é relevante, quando se considera como enfoque principal o estabelecimento de
cultivos celulares como sistemas produtos de metabdlitos secundarios de interesse
(Maraschin, 1998).

As andlises do padrio de crescimento celular revelaram modelos matematicos
distintos, sendo o classico padrdo sigmoidal de crescimento celular in vitro encontrado de
forma predominante. Variantes de cinética de incremento de biomassa e dissimila¢do foram
observados, notadamente segundo um padrgo linear, indicando a ocorréncia de clones com

atividades metabdlicas distintas.

4.3.1 - Caracterizagdo citoquimica de células cultivadas em meio semi-sélido

Meios de cultura desprovidos de reguladores de crescimento, as celulares
apresentaram-se com maior densidade citoplasmatica, ocorrendo também a formacdo de um
grande nimero de agregados celulares e tipos celulares, os quais variam entre globulares e
alongados (elipsoidais) em todos os tratamentos (Figura 19). O tamanho de agregados é um

importante fator determinante do comportamento das células, uma vez que o micro-
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ambiente celular € alterado pela variago do nimero de células formadoras do agregado.
Tem sido observado com freqiiéncia algum nivel de organizagio morfologica, ou fungio
especializada, com a fotossintese, em culturas de agregados compactos (Ohta & verpoorte,
1992).

A ocorréncia simultdnea de tipos celulares em cultivos in vitro foi observada em
varios estudos, sendo considerado um fendmeno esperado e de freqiiéncia relativamente alta.
O surgimento de variantes genéticos em culturas de células vegetais com alto rendimento
produtivo induz a instabilidade e, via de regra, a perda dos clones em utilizagio (Ohta &
Verporte, 1992).

Culturas celulares mantidas em meios WPM, MS e LPm apresentaram-se altamente
oxidadas nos primeiros 15 dias de cultivo, este fato impossibilitou a visualizagdo clara dos
grdos de amido (Fig 20 A-C-E). Aparentemente, o meio WPM, 15 dias apds o subcultivo,
induziu a formag&o de grande nimero de grios de amido, localizados em estrutura vacuolar.
Este fendmeno mostrou um decréscimo aos 30 dias de cultivo, o que pode indicar a
ocorréncia de mobilizagdo/metabolizagdo do material de reserva (Figura 20 C-D). Apés 30
dias, as células no meio MS e LPm apresentaram 5-20 grios de amido /célula, em média,
porém nem todas continham tais granulos (Figura 20 B-F). O amido é um polissacarideo de
reserva, formado por dois componentes a amilose e a amilopectina, que estdo presentes em
quantidades variaveis. A amilose d4 cor azul caracteristica no tratamento com iodo, devido
ao fato do iodo se intercalar em uma posi¢do especifica no interior da estrutura helicoidal
que tal macromolécula assume quando suspensa em agua (Conn & Stumpf, 1977).

Conforme a Figura 21, células mantidas em meio de cultura semi-s6lido, na auséncia
de reguladores de crescimento, ndo apresentaram formagdo de corpos lipidicos definidos. A
medida em que houve o envelhecimento das células, verificou-se um aumento na frequéncia
de ocorréncia de corpos lipidicos, possivelmente pelo aumento da taxa de sintese,
principalmente nos meios WPM e LPm (Figura 21 A-B; E-F).

A marcagéo das células com Azul de Evans e Carmin Acético aos 15 ndo possibilitou
uma boa resposta de coloragfo (Figura 22 A-C-D). Aos trinta dias, células cultivadas nos
meios WPM e LPm apresentaram forte reagdo ao Carmin Acético no citoplasma (Figura 22
B-C), contrariamente ao resultado obtido no meio MS, onde as células coraram com Azul de

Evans (Figura 22 E-F). A medida que o envelhecimento das culturas celulares ocorreu, uma
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maior excregdo de proteinas, conjugados, glicoproteinas e lipoproteinas, que sdo coradas por
Azul de Evans, foi observada. Possivelmente, o material protéico e seus conjugados estejam
envolvidos no processo de agregagio celular, notadamente pelo fato de que uma intensa
coloragé@o de matriz extracelular foi observada neste material.

O meio MS (Picloram 10 pM e KIN 1 pM) ndo promoveu acumulo de grios de
amido nas células independente da idade (Figura 23 A-B). Células no meio MC24, aos 15
dias, apresentaram-se escurecidas e com grande niimero de agregados, ndo sendo possivel a
visualiza¢do do citoplasma (Fig 23C-D). Todavia, aos 30 dias, as células apresentaram um
pequeno acimulo de graos de amido. No meio LPm ¢ WPM (Picloram 10 uM e KIN 1 uM)
observou-se uma distribui¢do maior de grios de amido aos 30 dias (5-20 grio de
amido/células) em relagdo ao meio MS e MC24.

Conforme pode ser observado na Figura 24, a medida que as células envelhecem, a
quantidade de corpos lipidicos aumentou, independente do meio utilizado. Comportamentos
distintos foram observados no que se refere ao componente subcelular utilizado no
armazenamento de corpos lipidicos. Em populagdes celulares crescidas em meio LPm
(Picloram 10 uM e KIN 1 uM) os lipideos se acumularam principalmente no vaciiolo
(Figura 25), enquanto no meio WPM (Picloram 10 uM e KIN 1 puM) os lipideos foram
encontrados dispersos no meio intracelular (Figura 26).

Na Figura 27 D, pode-se observar um padrdo de marcacdio dos componentes
protéicos e conjugados, os quais refletem uma imobilizagdo do material protéico no vacuolo.
Este resultado requer maior detalhamento para sua andlise, uma vez que proteinas e lipideos
sdo acumulados em organelas no reticulo endoplasmatico e nas mitocondrias (Salisbury &
Ross, 1994). Corpos violaceos, provavelmente derivados de fendmenos de oxidagfo, foram
observados em meio MS e WPM - Picloram (10 uM e KIN 1 pM) aos 15 dias (Fig 27 C-G).

A identificacdo de organelas que funcionam como locais de sintese de metabdlitos
secunddrios € de sobremaneira importante para o melhor entendimento das etapas
desenvolvidas no anabolismo destes compostos, principalmente quando se consideram os
fendmenos de compartimentalizagdo e/ou sub-compartimentaliza¢do (Schlienger, 1987).

Os resultados obtidos nos estudos de citoquimica de células cultivadas em meio
semi-sélido comprovam a existéncia de uma alta variabilidade celular nas popula¢ées, em

fun¢do dos perfis de acimulo/distribui¢do das entidades bioquimicas estudadas. Estes dados
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estdo de acordo com aqueles obtidos nas andlises de crescimento via dissimilagdo de

carbono.

4.3.2 - Caracterizagdo citoquimica em suspensdes celulares

Andlises de diferentes tipos celulares em microscopia ética em células em suspenséo,
na presenca e auséncia de reguladores de crescimento, revelaram caracteristicas celulares
semelhantes. As células apresentaram de forma predominante uma coloragdo marrom e
formato alongado (Figura 28). A presenga de grande numero de agregados celulares foi
observada, principalmente nos meios MC24 (Fig 29 E), LPm (Picloram 10 pM e KIN 1 uM)
(Figura 30 F), WPM (Picloram 10 uM e KIN 1 uM) (Figura30 F) e LPm (Figura 29 G).

Células na auséncia de reguladores de crescimento, quando expostas em lugol,
revelaram quantidades variaveis de graos de amido e em diferentes estagios de crescimento.
Em meio MS pode-se observar maior concentragdo de grios de amido aos 15 dias (Figura 29
A) e menor aos 30 dias. Possivelmente, este polissacarideo de reserva foi
mobilizada/metabolizado quando da deplegdo das fontes de carbono do meio de cultura
(Figura 29 B). Células em meio LPm e¢ WPM, quando avaliadas aos 15 dias, ndo
apresentaram grios de amido (Figura 29 E-F), todavia, aos 30 dias foram detectados gréos
de amido em alguns somaclones. O nimero de grios em meio LPm variou de 10-20
grios/célula (Fig 29 C-D) e o aspecto destas estruturas pode ser observado na Figura 30.

Corpos lipidicos foram observados nas formula¢des de MS e LPm aos 15 e 30 dias
(Figura 31 E-F e Figura 31 c-d, respectivamente), evidenciado um padrdo de distribuigéo
uniforme no meio intracelular. Ambos os tratamentos diferiram do meio WPM, o qual néo
induziu a formagdo de corpos lipidicos (Figura 31 A-B). Em todos os meios de cultura o
citoplasma das células apresentou-se pouco denso, indicando pequena atividade celular.

Como pode ser observado na Figura 32, as células em diferentes meios de cultura,
desprovidos de reguladores de crescimento reagiram aos corantes, principalmente indicando
a ocorréncia de estruturas localizadas mais intensamente nos vacuolos.

Células do meio MS (Picloram 10 uM e KIN 1 uM), aos 15 dias, coradas com lugol,

possuiam pouco material de reserva (grios de amido) (Figura 33 A) e aos 30 dias o
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citoplasma dessas células apresentou-se pouco denso. A ocorréncia de morte celular neste
material foi considerada (Figura 33 B).

Em meio LPM (Picloram 10 uM e KIN 1 uM), aos 15 dias, foi detectado a presenca
de grios de amido, os quais variaram em nimero médio de 10 a 20 grdos/célula (Figura 33
C). J4, aos 30 dias, o nimero médio de grios de amido foi reduzido a 1-10 grdos/célula,
sendo que estas células apresentavam citoplasma denso e material constituinte de matriz
extracelular pronunciado. O aspecto dos grios de amido no meio LPm pode ser observado
na Figura 34. No meio MC24 e WPM, aos 15 dias, as células apresentaram poucos gréos
de amido (Figura 33 E-G), porém, em ambos os casos, a quantidade de material de reserva
aumentou ao longo do cultivo - 30 dias - (Figura 33 F-H), constatando-se uma média de 10-
20 grios de amido por célula neste meio.

Segundo Emons (1994), as células embriogénicas de D‘%us carota, apresentaram-se
com aspecto pequeno, tendo contato em todas as faces com muitos plasmodesmas,
possuindo pequenos vacuolos, muitos grdos de amido (5-25 por células), muitas
configuragSes exocitosas na membrana plasméatica e das paredes. As células nfo
embriogénicas, foram maiores, arredondadas, com espagos intracelulares e poucos
plasmodesmas, vactilos grandes (80% do volume celular), poucos gréos de amido (1-2 por
célula).

A presenga de corpos lipidicos em meios liquido com reguladores de crescimento
teve grandes variagdes. Foram observados corpos lipidicos em meios: MS (Picloram 10 pM
e KIN 1 pM) aos 30 dias (Figura 35 B), LPm (Picloram 10 pM e KIN 1 pM) aos 15 dias
(Figura 35 C), WPM (Picloram 10 pM e KIN 1 uM) aos 30 dias (Figura 35 E) e MC24 aos
30 dias (Figura 35 G). Nas primeiras duas semanas as células cultivadas nos meios MS
(Figura 35 A), WPM (Figura 35 E) e MC24 (Figura 35 G) ndo formaram corpos lipidicos,
contrariamente ao comportamento das células cultivadas em meio LPm, as quais aos 15 dias
apresentaram grande niimero de agregados celulares com alta quantidade de lipideos. Em
muitos casos a acumulagio de lipideos em linhagens celulares embriogénicas € observado
em estagios precoses do desenvolvimento de embrides somaticos (Tulecke, 1987).

Como podemos observar na Figura 36, células em meios MS, WPM e LPM

adicionados de reguladores de crescimento apresentaram reagdo positiva ao Carmin Acético.
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Maiores quntidades de material protéico glicoproteinas e lipoproteinas foram detectadas no

meio MS (Picloram 10 uM e KIN 1 uM) e MC24 (Figura 36 B-H).
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5. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a necessidade de estudos
aprofundados no que concerne ao comportamento celular in vitro de Ocotea odorifera. Entre

as perspectivas interessantes para a continuidade destes estudos pode-se citar:

1. Estudar o efeito de diferentes fontes de explantes, como: segmentos nodais,

segmentos caulinares, meristemas apicais sobre a sintese de metabdlitos secundarios in vitro.

2. Definir as melhores combinagdes e concentragdes de reguladores de crescimento.
3. Sele¢do de linhagens celulares com grande acimulo de biomassa e/ou sintese de

metabolitos secundérios.

4, Avaliar o grau de estabilidade de linhagens celulares selecionadas ao longo das

geragdes de cultivo.

5. Analisar a biossintese de metabélitos secundarios produzidos in vitro, e.g. safrol.
6. Aprofundar os estudos citoquimicos e melhor caracterizar a variagdo somaclonal

celular, através de microscopia eletronica de varredura.

7. Analisar 0 metabolismo do carbono em linhagens celulares utilizando diferentes
fontes de carbono, no que se refere a taxa de incremento de biomassa e biossintese de

metabolitos secundarios de interesse.
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6. CONCLUSAO

b)

d)

A exploragdo da canela sassafras foi realizada durante mais de 40 anos de forma
irrestrita por parte dos Orgdos governamentais. Este fato, aliado ao pouco
conhecimento do manejo desta espécie e ao prego atrativo do safrol no mercado,
foram os principais agentes causadores de um extrativismo exacerbado no Estado de

Santa Catarina, colocando est4 espécie em perigo de extingdo.

O melhor meio de cultura para o cultivo de células em suspensdo, em fungdo dos
dados obtidos pela perda de peso por dissimilagdo foi 0 meio MS adicionado de 2,4-

D (9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 pM) (Queiroz & Maraschin, 1992).

O meio de cultura WPM semi-s6lido, adicionado de Picloram (10 uM) e KIN (1uM)
foi o que viabilizou as melhores taxas de incremento de biomassa para as populagdes

celulares;

O intervalo de repicagens para as células cultivadas em suspensfio é de 22 dias,
sendo que as culturas em meio semi-s6lido ndo atingiram a fase estaciondria de

crescimento para as condi¢oes estudadas;

Variagdes morfolégicas e assincronia de ciclo mitético foram os principais
indicativos da existéncia de variantes somaclonais nas populagdes celulares em todos

0s tratamentos.

Os resultados obtidos nos estudos de citoquimica de células cultivadas em meio
semi-solido comprovam a existéncia de uma alta variabilidade celular nas
populagdes, em funcdo dos perfis de actimulo/distribui¢io de grios de amido,

lipideos e proteinas.
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Figura 13. Aspecto dos calos de folha de Ocotea odorifera cultivados em meio de cultura

MS e WPM, adicionados de Picloram (10 pM) e KIN (1pM).
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Figura 19. Aspecto das populagdes celulares cultivadas em meios de cultura semi-solidos
desprovidos de corante aos 15 dias apds a inoculagdio; A) Células em meio de cultura MS
isenta de regulador de crescimento (200x); B) Células em meio de cultura MS adicionado
de Picloram (10 uM) e KIN (1uM) (200x); C) Células em meio MC24 (200x); D) Células
em meio de cultura WPM Picloram (10 uM) e KIN (1uM) (200x); E) Células em meio de
cultura WPM desprovidos de reguladores (200x); F) Células em meio de cultura LPm
isenta de reguladores (200x); G) Células em meio de cultura LPm mais Picloram (10 uM) e
KIN (1uM) (200x). Me = Matriz extracelular; Pc = Parede celular; Vc = Vacuolo.






Figura 20. Anélise citoquimica das populagdes celulares em meios de cultura semi-s6lidos
ausentes de reguladores de crescimento coradas com lugol (200x); A) Células em meio de
cultura MS aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura MS aos 30 dias (200x); C)
Células em meio WPM aos 15 dias (400x); D) Células em meio de cultura WPM aos 30
dias (200x); E) Células em meio de cultura LPm aos 15 dias (200x); F) Células em meio de
cultura LPm aos 30 dias (200x). Pc = Parede celular; Vc = Vactiolo; Am = Amido.






Figura 21. Analise citoquimica das populagdes celulares em meios de cultura semi-slidos
ausentes de reguladores de crescimento coradas com Sudam. A) Células em meio de cultura
WPM aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura WPM aos 30 dias (200x); C)
Células em meio MS aos 15 dias (200x); D) Células em meio de cultura MS aos 30 dias
(200x); E) Células em meio de cultura LPm aos 15 dias (200x); F) Células em meio de
cultura LPm aos 30 dias (200x). Me = Matriz extracelular; Pc = Parede celular; Vc =

Vacuolo.






Figura 22. Anélise citoquimica das populagdes celulares em meios de cultura semi-solidos
ausentes de reguladores de crescimento coradas Azul de Evans e Carmin Acético. A)
Células em meio de cultura LPm aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura LPm
aos 30 dias; C) Células em meio WPM aos 15 dias (200x); D) Células em meio de cultura
WPM aos 30 dias (200x); E) Células em meio de cultura MS aos 15 dias (200x); F) Células

em meio de cultura MS aos 30 dias (400x). Pc = Parede celular; Vc = Vactolo; Mb =

Membrana.






Figura 23. Anélise da presenca de grdos de amido nas populagdes celulares cultivadas em
meios de cultura semi-slidos, na presenga de reguladores de crescimento Picloram (10
uM) e KIN (1pM) e 2,4-D (9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 uM) - MC24; A)
Células em meio de cultura MS com aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura MS
aos 30 dias; C) Células em meio MC24 aos 15 dias (200x); D) Células em meio de cultura
MC24 aos 30 dias; E) Células em meio de cultura LPm aos 15 dias (200x); F) Células em
meio de cultura LPm aos 30 dias (200x); G) Células em meio de cultura WPM aos 15 dias;
H) Células em meio de cultura WPM aos 30 dias (200x). Pc = Parede celular; Vc =
Vacuolo; Am = Amido.






Figura 24. Anilise da presenga de corpos lipidicos nas populagdes celulares cultivadas em
meios de cultura semi-s6lidos, na presenca de reguladores de crescimento Picloram (10
uM) e KIN (1pM) e 2,4-D (9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 uM) - MC24; A)
Células em meio de cultura MC24 com aos 15 dias (400x); B) Células em meio de cultura
MC24 aos 30 dias (200x); C) Células em meio LPm aos 15 dias (200x); D) Células em
meio de cultura LPm aos 30 dias (200x); E) Células em meio de cultura WPM aos 15 dias
(200x); F) Células em meio de cultura WPM aos 30 dias (200x); G) Células em meio de
cultura MS aos 15 dias (200x); H) Células em meio de cultura MS aos 30 dias (200x). Pc =

Parede celular; Vc = Vacuolo; Cl = Corpos lipidicos.






Figura 25. Presenga de corpos lipidicos em calos de folha de Ocotea odorifera, cultivado
em meio de cultura semi-sélido LPm, adicionado de Picloram (10 pM) e KIN (1pM)
(1000x). C1= Corpos lipidicos.



Figura 26. Presenga de corpos lipidicos em calos de folha de Ocotea odorifera, cultivado
em meio de cultura WPM semi-solido, adicionado de Picloram (10 pM) e KIN (1puM)
(1000x). Ve = Vactiolo; Pc = Parede celular.



Figura 27. Células coradas com Azul de Evans e Carmim Acético, as quais foram
cultivadas em meios de cultura semi-s6lidos, na presenga de reguladores de crescimento
Picloram (10 pM) e KIN (1uM) e 2,4-D (9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 pM) -
MC24. A) Células em meio de cultura MC24 com aos 15 dias (200x); B) Células em meio
de cultura MC24 aos 30 dias (200x); C) Células em meio MS aos 15 dias (200x); D)
Células em meio de cultura MS aos 30 dias (200x); E) Células em meio de cultura LPm aos
15 dias (200x); F) Células em meio de cultura LPm aos 30 dias (200x); G) Células em
meio de cultura WPM aos 15 dias (200x); H) Células em meio de cultura WPM aos 30 dias
(200x). Pc = Parede celular; Vc = Vactolo.






Figura 28. Células provenientes de suspensdo celular desprovidos de corante aos 15 dias
apods a inoculagdo. A) Células em meio de cultura MC24 isenta de regulador de crescimento
(100x); B) Células em meio de cultura WPM (200x); C) Células em meio MS (200x); D)
Células em meio de cultura MS - Picloram (10 uM) e KIN (1pM) (200x); E) Células em
meio de cultura LPm mais Picloram (10 uM) e KIN (1uM) (100x); F) Células em meio de
cultura LPm mais Picloram (10 uM) e KIN (1uM) (100x); G) Células em meio de cultura
WPM mais Picloram (10 puM) e KIN (1pM) (200x); F) Células em meio de cultura LPm
(200x). Pc = Parede celular; Vc = Vactolo.






Figura 29. Analise da presenga de grios de amido das celulas em suspensdo utilizando-se
meio de cultura ausente de reguladores de crescimento. A) Células em meio de cultura MS
aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura MS aos 30 dias (200x); C) Células em
meio LPm aos 30 dias (200x); D) Células em meio de cultura WPM aos 30 dias (400x); E)
Células em meio de cultura LPm aos 15 dias (200x); F) Células em meio de cultura WPM

aos 15 dias (200x). Pc = Parede celular; Vc = Vacuolo; Am = Amido.






Figura 30. Presenca de grios de amido em células de raiz de Ocotea odorifera, cultivadas
em meio de cultura LPm, aos 30 dias apds a inoculagdo (1000x). Vc = Vactiolo; Am =
Amido.



Figura 31. Analise da presenca de corpos lipidicos das células em suspensdo utilizando-se
meio de cultura ausente de reguladores de crescimento. A) Células em meio de cultura MS
aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura MS aos 30 dias (100x); C) Células em
meio LPm aos 15 dias (200x); D) Células em meio de cultura LPm aos 30 dias (200x); E)
Células em meio de cultura WPM aos 15 dias (200x); F) Células em meio de cultura WPM

aos 30 dias (200x). Pc = Parede celular; Vc = Vactiolo; Cl = Corpos lipidicos.






Figura 32. Andlise citoquimica de células em suspensdo, ausentes de reguladores de
crescimento coradas Azul de Evans e Carmin Acético. A) Células em meio de cultura
WPM aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura WPM aos 30 dias (400x); C)
Células em meio MS aos 15 dias (100x); D) Células em meio de cultura MS aos 30 dias
(200x); E) Células em meio de cultura LPm aos 15 dias (200x); F) Células em meio de
cultura LPm aos 30 dias (200x). Pc = Parede celular; Vc = Vacuolo; Me = Matriz

extracelular.






Figura 33. Avaliagdo de células provenientes de suspensdes celulares coradas com Lugol,
na presen¢a de reguladores de crescimento Picloram (10 pM) e KIN (1pM) e 2,4-D
(9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 uM) - MC24. A) Células em meio de cultura MS
com aos 15 dias (200x); B) Células em meio de cultura MS aos 30 dias (400x); C) Células
em meio LPm aos 15 dias (200x); D) Células em meio de cultura LPm aos 30 dias (400x);
E) Células em meio de cultura MC24 aos 15 dias (200x); F) Células em meio de cultura
MC24 aos 30 dias (200x); G) Células em meio de cultura WPM aos 15 dias (400x). H)
Células em meio de cultura WPM aos 30 dias (200x). Pc = Parede celular; Vc = Vactolo;

Am = Amido.






Figura 34 - Presenga de grdos de amido em células de raiz de Ocotea odorifera, cultivadas
em meio de cultura LPm na presenga de reguladores de crescimento Picloram (10 pM) e

KIN (1pM), aos 30 dias apés a inoculag@o (1000x). Ve = Vactiolo; Am = Amido.



Figura 35. Avaliagdo de células provenientes de suspensdes celulares coradas com Sudam,
na presenga de reguladores de crescimento Picloram (10 pM) e KIN (IuM) e 2,4-D
(9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 pM) - MC24 (200x); A) Células em meio de
cultura MS com aos 15 dias (400x); B) Células em meio de cultura MS aos 30 dias (200x);
C) Células em meio LPm aos 15 dias (200x); D) Células em meio de cultura LPm aos 30
dias (200x); E) Células em meio de cultura WPM aos 15 dias (200x); F) Células em meio
de cultura WPM aos 30 dias (200x); G) Células em meio de cultura MC24 aos 15 dias
(200x); H) Células em meio de cultura MC24 aos 30 dias (200x). Pc = Parede celular; Vc =
Vactolo; Cl = Corpos lipidicos..






Figura 36. Células coradas com Azul de Evans e Carmim Acético, as quais foram
cultivadas em meio de cultura semi-sélido, na presen¢a de reguladores de crescimento
Picloram (10 pM) e KIN (1uM) e 2,4-D (9,04uM), BAP (8,88uM) e KIN (13,95 uM) -
MC24. A) Células em meio de cultura MS com aos 15 dias (200x); B) Células em meio de
cultura MS aos 30 dias (200x); C) Células em meio LPm aos 15 dias (400x); D) Células em
meio de cultura LPm aos 30 dias (200x); E) Células em meio de cultura WPM aos 15 dias
(200x); F) Células em meio de cultura WPM aos 30 dias (200x); G) Células em meio de
cultura MC24 aos 15 dias (200x); H) Células em meio de cultura MC24 aos 30 dias (200x).

Pc = Parede celular; Vc = Vacuolo.






