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RESUMO

Hypericum androsaemum ¢ uma planta medicinal, nativa de Portugal, em via de
extin¢do. Esta planta apresenta propriedades farmacoldgicas e a sua utilizagdo como
planta medicinal deve-se aos compostos com principios activos, provenientes do
metabolismo secundério, principalmente as xantonas. E vulgarmente usada em
doencas do foro hepético e renal e ¢ conhecida pelo nome de androsemo ou
hipericdo do Gerés.

A micropropaga¢@o ¢ um método de propagagio vegetativa que permite aumentar
significativamente a taxa de multiplicacfo clonal das plantas, em larga escala e em
condigdes controladas. Geneticamente a variagdo somaclonal ¢ nula. As plantas
mostram o mesmo vigor de crescimento, possibilitando a extracgfio de metabolitos
secunddrios com interesse medicinal, segundo normas de standartiza¢do. E uma
alternativa aos métodos tradicionais de propagacdo, cujo aumento clonal das plantas
se torna demasiadamente lento, na propagacfio de cultivares. Nestes cultivares a
variagdo somaclonal é devida a factores que ndo estdo sob controlo. A
micropropaga¢do ¢ igualmente utilizada em viveiros comerciais, onde se pretende
minimizar o espago de crescimento geralmente usado para manter o stock das
plantas. Este método também ¢ particularmente util quando usado em conjugagéo
com programas de reprodugdo vegetal na melhoria genética e aumento rapido de
cultivares.

Espécies do género Hypericum foram usadas em culturas in vitro com o objectivo
principal de produzir tecido caloso e culturas em suspensdo. Posteriormente, estas
culturas serviram para o isolamento e andlise quimica de metabolitos secundarios.
No entanto, foram ja utilizadas algumas espécies deste género com o objectivo
principal de micropropagagdo. Presentemente e relativamente a Hypericum
androsaemum s6 sdo conhecidos métodos de produgdo de tecido caloso. Assim, o
objectivo principal deste trabalho foi estabelecer um método eficiente de propagagéo
in vitro. Uma das vantagens deste método ¢ obter plantas em larga escala e,
relativamente as plantas medicinais, possibilitar a extracgdo de produtos
secundarios.

Na regenerac¢do de H. androsaemum os explantes utilizados foram segmentos de

caule e de folha ou fragmentos de caule com ndédulos individualizados e sem folhas.
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O meio de cultura utilizado foi o meio base MS/BS5, suplementado com diferentes
tipos de reguladores de crescimento em diferentes concentragdes. Quando se
utilizaram fragmentos de caule ou folha verificou-se na quase totalidade dos meios
ensaiados apenas a proliferagéio de tecido caloso, em maior ou menor quantidade. A
regeneracdo de plantas nfo foi conseguida embora o tecido caloso tivesse sido
transferido para meio fresco MS/B5 com diferentes composi¢des relativamente aos
reguladores de crescimento. Apenas foi possivel a obtengio de rebentos em dois dos
meios testados a partir do tecido caloso, mas com pouco sucesso. Um desses meios
foi suplementado com NAA (0,1 mg/L) e BA(1,0 mg/L) e outro meio foi
suplementado com 2,4-D (0,1 mg/L) e BA (1,0 mg/L). No entanto, ndo foi possivel
continuar o processo da regenerago uma vez que os rebentos acabaram por
necrosar.

A proliferagio de rebentos axilares, a partir de segmentos de caule com nodulos
simples e sem folhas, foi obtida no meio base MS/BS5, suplementado s6 com o
regulador de crescimento BA, em diferentes concentragdes (1,0, 0,5,0,2 e 0,1 mg/L).
Este regulador de crescimento, independentemente da concentragdo utilizada,
mostrou ser eficiente, quer na indu¢dio, quer na multiplicagio de rebentos. O
enraizamento das estruturas caulinares foi obtido no mesmo meio base,
suplementado com IBA a 0,2 mg/L. A aclimatizacio foi conseguida em cimara de
crescimento e na estufa ex vitro. As plantulas que mostraram vigor foram colocadas
em vasos que continham uma mistura de terra e de turfa. O seu ciclo de crescimento
ficou completo no exterior, ex vitro, onde se verificou a floragéo € amadurecimento
do fruto.

Com a realizagio deste trabalho foi possivel definir a composigdo e as condigdes
do meio de cultura na proliferagio de multiplos rebentos axilares. O método de
multiplicagiio in vitro de Hypericum androsaemum mostrou-se eficiente e rapido na

obtencdo em larga escala desta planta medicinal.

Abreviaturas: MS/B5 — meio Murashige e Skoog/meio Gamborg; NAA — écido 1-naftaleno-acetico,

BA — 6-Benziladenina; 2,4-D — 4cido 2 4-diclorofenoxiacético; IBA — dcido 3-indolbutirico.
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I. INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos que o estudo de diversas espécies vegetais, pelos
motivos mais variados, tem suscitado a curiosidade e o interesse por parte do
Homem. No entanto, nos ultimos anos o interesse pelas plantas, nomeadamente as
medicinais, tem vindo a aumentar significativamente na tentativa de encontrar
solugdes para problemas de saude. Surge, assim, uma observagdo mais atenta de um
ntimero alargado de variedades e espécies vegetais a par dos avangos tecnologicos e
cientificos.

A constante competi¢io entre empresas, quer na area industrial, quer na drea
comercial levou a que aumentasse o interesse no desenvolvimento de técnicas de
cultura in vitro na tentativa de dar resposta aos desafios cada vez maiores com que as
empresas sdo confrontadas. Estas culturas in vitro de tecidos, orgdos e embrides
passaram a ser largarmente usadas em estudos laboratoriais (Dixon, 1985) de modo a
obter solucdes em face de problemas levantados pelas empresas.

Cultura de tecidos é um termo usado para indicar 0 método da cultura asséptica in
vitro de uma ampla variedade de fragmentos excisados da planta. As areas
abrangidas pelo método da cultura in vitro estdo todas incluidas no termo
biotecnologia (Hartmann et al., 1990).

O termo micropropagagiio é usado especificamente para referir a aplicagéo da
téenica da cultura de tecidos na propagagdo de plantas, a partir de pequenos
fragmentos da planta, crescendo assepticamente num tubo de ensaio ou em qualquer
outro recipiente (Hartmann et al., 1990).

A cultura de tecidos baseia-se no principio da totipoténcia segundo o qual qualquer
célula viva vegetal tem potencial genético para reproduzir um organismo completo.
Este principio foi atribuido a Haberlandt que o mencionou pela primeira vez em
1902, prognosticando que os tecidos, células e Orgdos, poderiam ser mantidos
indefinidamente, em cultura (Vasil e Hildebrandt, 1965; Murashige, 1974; Gautheret,
1985). Contudo, este facto s6 foi conseguido, em 1934, quando White foi capaz de
fazer crescer continuamente, in vitro, raizes de tomateiro suplementadas com
extracto de levedura (Hartmann et al., 1990). Embora Haberlandt seja considerado

um dos pioneiros das culturas de células vegetais in vifro e tivesse utilizado meios
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nutritivos que permitiam a sobrevivéncia de varios tipos de células, durante algumas
semanas, nunca conseguiu induzir divisdes celulares. Conforme citagdo em
Gautheret (1985), s6 a partir da década de 30, White, Nobécourt e Gautheret, entre
outros, conseguiram realizar cultura de tecidos vegetais e proceder a sua manutengao
in vitro. O controlo dos processos de desenvolvimento das plantas foi designado
como competéncia e determinagdo (Sussex, 1983; Durzan, 1988; Durzan e Gupta,
1988). Competéncia é o termo usado para descrever o potencial endégeno da célula
ou tecido para desenvolver de um modo particular uma espécie de programa interno
celular ou “meméria” (Durzan, 1988). Determinacfo leva a uma diferenciagdo numa
direccdo irreversivel durante o desenvolvimento de uma dada célula, tecido ou 6rgdo,
em presenca de um sinal ambiental ou hormonal. Em propagagéo, competéncia e
determinacfio ditam se a célula ou o tecido ira sofrer embriogénese ou organogénese
e se ira ser iniciada a formagdo de raizes, rebentos ou flores (Hartmann et al., 1990).
O método da cultura in vitro comegou a ser aplicado na micropropagagéo por Ball
(1946), apelidado pai deste método. A sua aplicagio na propagagdo em larga escala
iniciou-se no fim de 1960. Em 1970, a cultura in vitro foi alargada a investigagdo
laboratorial, nos Estados Unidos e na Europa (Boxus et al., 1977). Este tipo de
cultura, em 1980, sofreu uma expansdo significativa. O interessse geral no uso de
culturas de tecidos in vitro, na propagag¢do das plantas, foi atribuido ao seu sucesso
comercial (Murashige, 1974). Assim, todas as plantas que se pretendiam tornar
rentdveis passaram a ser produzidas por micropropagagio devido a sua capacidade de
regeneragio. Este método €, entdo, um meio importante de propagagdo de diversas
espécies vegetais com valor comercial como, por exemplo, plantas ornamentais e
espécies lenhosas que sdo propagadas através da proliferagdo dos gomos axilares
(Mantell et al., 1985; Pierick, 1987; Chu, 1992). Em 1992, Chu elaborou um resumo
excelente de consideragdes econdmicas e de exigéncias de mercado para as plantas
obtidas por micropropagacdo. Neste método de propagagdo o primeiro passo a ter em
conta é a analise do mercado potencial (realidade economica) bem como o habitat em
que a planta cresce (realidade biologica) (McCown e McCown, 1999). A
rentabilidade da micropropagagio tem implicagdes ndio s6 econémicas, como
também ambientais e sociais.

Posteriormente, foram desenvolvidas culturas de células em suspensdo (Hartmann
et al, 1990). A descoberta de que estas células podiam desenvolver estruturas

semelhantes a embrides, denominados embribides, indica que o processo da
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embriogénese, bem como o da organogénese, pode ser induzido sob controlo. A
capacidade de crescimento das células em suspensdo, numa escala alargada
comercialmente, pode requerer o uso de meios conhecidos por biorreactores
(Hartmann, 1990; Yu, 2000).

A aquisicio de novos conhecimentos nas areas da investigagdo cientifica e o
interesse recente pela biotecnologia das plantas permitiu alargar o seu uso 4 pesquisa
laboratorial com desenvolvimento ¢ aplicagio do método da cultura de células a
diferentes areas (Murashige, 1974) tais como:

- obtengdo de produtos secundarios;

- produgdo industrial, em larga escala, de biomassa de produtos bioquimicos
com interesse farmacéutico;

- obtengdio de cultivares geneticamente melhorados através de manipulagdo
genética e propagagdo das plantas;

- recuperagdo de clones sem doengas e preservagdo de germoplasma valiosos;

- multiplicagio clonal rapida nas variedades seleccionadas, em que ¢ possivel
a aplicagdo da cultura de tecidos vegetais, tanto no presente como num
futuro proximo;

- utilizacdo de um sistema modelo para estudos da expressdo diferencial de
genes (Dixon, 1985).

As empresas, a nivel mundial, aproveitam os avangos tecnologicos e a cultura de
tecidos, como método de propagagdo vegetativa e controlo de produgdo,
possibilitando assim atingir diversos objectivos propostos pelas empresas. Pode levar
ao aparecimento de variedades dentro das espécies, por melhoramento direccionado.
Permite procurar uma alternativa aos métodos tradicionais de propagagdo de
cultivares, de um modo rapido, cujo aumento clonal das plantas se torna
demasiadamente lento. O método da cultura in vitro procura também tornar possivel
o aumento significativo da taxa de multiplicagio clonal das plantas geneticamente
iguais e com o mesmo vigor de crescimento. Também ¢ particularmente Gtil quando
usado em conjugagio com programas de reprodugdo vegetal. Outro objectivo €
utilizar este método, em viveiros comerciais, onde se pretende minimizar o espago de

crescimento geralmente usado para manter o stock das plantas (Murashige, 1974).
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1. PROPAGACAO IN VITRO

1.1. Requisitos da micropropagacio

O inicio da micropropagago comega com a excisdo de pequenos fragmentos das
plantas denominados explante. Este corresponde a diferentes estruturas da planta
dadora (Figura 1) tais como fragmentos de folhas, de caules, de cotilédones, de
hipocétilo, de raizes, de meristemas apicais ou laterais, de segmentos de
inflorescéncia e de escamas de bolbos. O explante também pode corresponder a
estruturas reprodutoras, tais como: anteras ou polen isolado, ovarios ou ovulos €
embrides zigoticos (do estadio globular a torpedo). O explante ¢ constituido por
células totipotentes e competentes. A célula totipotente tem de ser activada e
induzida a dividir-se seguindo um padréio diferente de desenvolvimento, que podera
conduzir & regeneragio da planta. O explante pode originar directamente novas
plantas ou produzir uma massa de tecido caloso (calo), constituido por células mais

ou menos desorganizadas que indirectamente levam a regeneragéo de novas plantas.

1.1.1. Escolha de explante

A selecgio adequada do explante € um dos factores mais importantes em
micropropagagio. A escolha correcta do explante também pode reduzir logo a
partida a contaminagdo (Skirvin et al., 1999). Por sua vez, a iniciagdo de um novo
programa, em determinadas espécies ou cultivares, pode requerer uma analise
sisteméatica do potencial do explante (Hartmann et al., 1990).

Segundo varios autores, na escolha do explante apropriado devem ser considerados
varios factores sendo de destacar:

- 0 gendtipo (George e Sherrington, 1984; Hartmann et al., 1990);

- a qualidade geral da planta da qual se obtém os explantes. O
comportamento inicial da cultura pode variar com a situagéo fisiologica
global da planta original (Murashige, 1974);

- 0 6rgdo que serve de fonte, bem como a sua fisiologia (Murashige, 1974);



‘ Propagagdio in vitro da planta medicinal Hypericum androsaemum ] lntrodu(;ﬁo

- a idade ontogénica do 6rgéo (Murashige, 1974);

- a estagdo do ano em que o explante foi obtido (Murashige, 1974). Este
aspecto &, particularmente, importante nas variedades de plantas adaptadas
ao clima temperado (Roob, 1957; F ellenberg, 1963);

- 0 tamanho do explante (Murashige, 1974).

N 1
¥ e o7 g

Tecido ~— ° suspensdo

caloso \
Rebentns

o florai
o Protplastos O

NN e 7

QfJ QCe=yp

Planta dadora

id

Figura 1- Regeneragdo de plantas, por obtengdo de varios tipos de explantes
provenientes de uma planta dadora. Importéncia da selecgdo do tipo de
explante para que regeneragdo se efectue de um modo directo ou

indirecto (Adaptado de Merkle et al., 1995).



[~ Propagagiio in vitro da planta medicinal Hypericum androsaemum Introdugio

1.1.2. Meio de cultura

A composigio do meio nutritivo de cultura também € um pardmetro importante
que deve ser optimizado de modo a haja sucesso completo na regeneragdo de plantas.
Este meio deve ser apropriado, tanto na sua composigdo quimica, como nas suas
qualidades fisicas, de modo a tornar eficiente a indugfio de novos tecidos, a sua
manutengio ¢ o seu crescimento (Dixon, 1985). Dentro dos meios de cultura de
plantas in vitro, a formula desenvolvida por Murashige e Skoog (MS), em 1962,
constitui 0 meio base mais usado e tem demonstrado ser o mais eficaz para o
crescimento, quer de Dicotiledoneas, quer de Monocotiledoneas (Dixon, 1985). A
optimizagdo das concentragdes inorgénicas também se deve a Murashige (1966) e
Skoog (1957) enquanto que a optimizagdo dos suplementos orgénicos se deve a
Linsmaier e Skoog (1965). A descoberta de reguladores de crescimento como, por
exemplo, de auxinas teve uma importancia fundamental no desenvolvimento das
técnicas de cultura de tecidos vegetais in vitro (Went, 1926).

As modificagdes nos reguladores de crescimento sdo feitas para encontrar
necessidades especificas. As concentragdes Optimas, em auxinas e citocininas,
podem diferir de espécie para espécie (Dixon, 1985). Existe um grande numero de
espécies vegetais que podem ser regeneradas usando o meio base MS, com variagdes
nas quantidades dos reguladores de crescimento. As concentragdes dos reguladores
de crescimento constituem, vulgarmente, o factor mais critico no sucesso do
crescimento diferenciado das células cultivadas nas culturas in vitro (Dixon, 1985).
O uso do meio de cultura MS modificado no que se refere a quantidades e tipos de
reguladores de crescimento pode determinar, muitas vezes, o caminho a seguir pela
morfogénese in vitro (Tisserat, 1985; Gautheret, 1985). A razio de concentragdes
entre a auxina e a citocinina constitui um factor importante na organogénese directa.
A interac¢do e razio entre concentragdes de auxina e de citocinina, no controlo
hormonal da organogénese, foi descoberta por Skoog e Miller (1957). Estes autores
utilizaram o tecido caloso de tabaco e conseguiram a iniciagdo de érgéos através do
controlo hormonal. Através deste controlo, a quantidade relativa de auxina e de
citocinina no meio de cultura induz na generalidade a regeneragdo de rebentos
caulinares, raizes ou tecido caloso (Gautheret, 1985). A diminui¢do da concentragdo
de auxina e o aumento da concentragdo de citocinina é normalmente utilizado na

9
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inducdo e produglio directa de rebentos caulinares provenientes de explantes
cultivados (Skoog e Miller, 1957). A citocinina induz a iniciagdo de rebentos
enquanto que a auxina induz a formacdo de raizes (Gautheret, 1985). O meio
contendo niveis elevados de auxina leva a indugéo e formagdo de tecido caloso. Para
algumas espécies, a inclusdo de citocinina e a auxina no meio de cultura, pode ser
benéfico para a indugdo de tecido caloso. Quando se pretende usar a via de
embriogénese somatica €, normalmente, suficiente transferir o tecido caloso para
meio sem reguladores de crescimento (Tisserat, 1985). A cultura de meristemas,
apices caulinares e segmentos nodais ¢ geralmente realizada em meios
suplementados com concentragdes baixas de auxina e de citocinina, de modo a
induzir o crescimento de gomos axilares e impedir a formagido de tecido caloso
(Tisserat, 1985).

A adi¢io dos reguladores de crescimento no meio de cultura, de acido abcisico
(ABA) ou de acido giberélico (GA) ndo é usual, mas pode promover em alguns casos
o enraizamento ou o desenvolvimento de plantulas (Tisserat, 1985).

Os componentes do meio de cultura para o crescimento das plantas podem ser
divididos nos seguintes grupos (Dixon, 1985):

- macronutrientes;

- micronutrientes;

- fonte de ferro;

- suplementos orgénicos (vitaminas);

- fonte de carbono;

- suplementos orgénicos (reguladores de crescimento).

Todos estes compostos desempenham uma ou mais fungdes no crescimento in vitro
das plantas. A divisio em macro e micronutrientes é, geralmente, baseada na
quantidade relativa em elementos nutritivos necessarios a planta. As vitaminas sdo
essenciais para muitas reac¢des quimicas. Por exemplo, o inositol é muitas vezes
mencionado como a vitamina que estimula de um modo significativo o crescimento e
desenvolvimento das plantas. No entanto, o efeito das vitaminas no desenvolvimento
das células in vitro difere de espécie para espécie e a sua utilizagio deve ser
cuidadosa.

As necessidades em hidratos de carbono sd@io facilmente ultrapassadas pela
incorporagdo, no meio de cultura, de sacarose na concentragéo de 2-3% (Murashige,
1974). Os hidratos de carbono sdo responsaveis por respostas especificas de
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morfogénese e aparentemente desempenham um papel tanto biofisico como
bioquimico na formagéo de rebentos caulinares (Brown et al., 1979).

Por vezes sdo libertados para o meio produtos fenolicos adversos provenientes do
explante e que provocam o acastanhamento tanto do explante como do meio de
cultura (Tisserat, 1985). E entdo necessério fazer subculturas frequentes ou incluir
um anti-oxidante no meio, de modo a retardar o aparecimento do acastanhamento nos
tecidos, a sua degradagdo (Murashige, 1974) e consequente necrose. Geralmente o
4cido ascorbico (L-AA, ascorbato, vitamina C), devido as suas propriedades anti-
oxidantes, é o mais usado para retardar o acastanhamento e deterioragio dos tecidos
recentemente excisados, ou seja, dos explantes. Trabalhos recentes sobre as plantas
referem que o papel anti-oxidante do AA est4 bem definido (Miyake ¢ Asada, 1994).
Muito do conhecimento sobre o acido ascorbico tem sido obtido do estudo de plantas
completas (Citterio et al., 1994; Noctor e Foyer, 1998).

O AA esta implicado numa série de processos fisicos e biologicos das plantas
(Stasolla e Yeung, 1999). Sabe-se que o acido ascérbico ¢ necessario em muitos
processos de crescimento e desenvolvimento das plantas (Arrigoni, 1994; Smirnoff,
1996). Embora o AA tenha um papel crucial durante o desenvolvimento e
germinagio do embrifio zigotico (Arrigoni et al., 1992) ndo se conhece o seu
envolvimento durante a embriogénese somatica. Relativamente aos embrides tratados
com AA, verificou-se um aumento significativo de 47% para 79%, em relagdo aos
embrides controlo (Stasolla e Yeung, 1999). Também se verificou que o tecido
caloso de tabaco, quer jovem quer velho, quando tratado com AA, levava a formagéo
de maior quantidade de rebentos (Joy et al., 1988).

A funcdo biolégica anti-oxidante do acido ascorbico também protege as plantas do
stress oxidativo. O 4cido ascérbico contribui para a eliminagdo de radicais de
oxigénio e seus derivados, denominadas espécies reactivas de oxigénio (ERO). As
reac¢des de defesa anti-oxidante podem ser consideradas necessarias as células
aerobias e a concentragio elevada intracelular de acido ascorbico, é um indicador da
importancia desta fungio nos organismos. O 4cido ascorbico € um anti-oxidante que
actua contra as ERO conjuntamente com outros anti-oxidantes tal como a glutationa
¢ o a-tocoferol, num sistema denominado como sendo o ciclo do ascorbato-
glutationa (Jiménez et al., 1997).

Nas plantas o 4cido ascérbico também participa no processo de modulagdo de
lenhificagdio, de divisdo celular e de resposta hipersensivel. Na parede celular das
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plantas sdo encontradas extensinas, proteinas ricas em hidroxiprolina, que perante
uma injuria formam uma rede de glicoproteinas, € os genes da extensina sdo

induzidos em resposta ao ferimento e ao ataque dos agentes patogénicos.

1.1.3. Esterilizacdo e desinfec¢io

Na realizagdo da micropropagagio sdo necessirias condigdes assépticas para
eliminar todos os microrganismos que possam existir no ambiente de trabalho e nos
explantes. Os principais agentes contaminantes que afectam as culturas de tecidos
sio as bactérias e fungos. Estes microrganismos estdo vulgarmente presentes nas
plantas in vivo mas mostram efeitos negativos in vitro (Skirvin et al, 1999). A
composi¢gio do meio de cultura tornam os explantes muito susceptiveis as
contamina¢des (Falkiner, 1990; Leifert ¢ Waites, 1990). As contaminagbes sdo
significativamente reduzidas ou anuladas através dos procedimentos assépticos
resultantes da utilizagdo dos seguintes meios:

- calor;

- radiagoes;

- filtragdo;

- desinfectantes quimicos.

Geralmente o calor corresponde ao aquecimento em condigdes controladas de
pressio e temperatura. Pode ser utilizado calor humido ou calor seco, sendo o
primeiro considerado mais eficaz. O calor himido, ¢ utilizado para a esterilizag@o
dos meios de cultura realizada em autoclave, enquanto que o calor seco ¢ utilizado
para esterilizacdo e desinfecgfio de utensilios metalicos e material de vidro.

As radiagdes ultravioletas sdo utilizadas em cdmara de fluxo laminar e salas de
cultura devido ao seu efeito bactericida a partir de 330 nm.

A filtracdio ¢ utilizada em compostos termoldbeis como, por exemplo, em alguns
reguladores de crescimento (Dixon, 1985).

Os desinfectantes quimicos sdo utilizados para irradicar os microrganismos da
superficie do explante e da mesa de trabalho. Os esporos ou outras estruturas
reprodutoras, podem estar aderentes ao explante, nomeadamente na pagina inferior
da folha (Skirvin et al., 1999), sendo por isso necessiria a sua eliminagdo. Os

principais desinfectantes incluem o dalcool (etilico, metilico ou isopropilico,
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geralmente a 70-80%) e hipoclorito de sodio ou calcio, com 5% a 20% de composto
activo (Hartmann et al., 1990). O hipoclorito ¢ mais eficiente quando se adiciona, por
exemplo 0,01% de Tween 20. Algumas plantas sdo sensiveis ao hipoclorito de sédio

enquanto que outras sdo sensiveis ao hipoclorito de célcio (Skirvin et al., 1999).

1.1.4. O ambiente de cultura

O crescimento das culturas de tecidos vegetais depende do ambiente de cultura a
que os explantes estdo sujeitos. As condigdes de cultura de tecidos podem ser
manipuladas e controladas relativamente a alguns factores como por exemplo:

- intensidade da luz;
- fotoperiodo;

- temperatura,

- 0y/CO;.

A intensidade, o tipo e a duragdo da luz, a temperatura, as concentragdes de
oxigénio/dioxido de carbono e a composigdo fisica do meio sdo factores que
desempenham um papel importante na morfogénese da cultura in vitro. No entanto,
os factores ambientais mais importantes na cultura de tecidos sdo a luz e a
temperatura (Murashige, 1974). A proliferagio do tecido caloso geralmente ocorre na
obscuridade enquanto que a luz promove a embriogénese, a organogénese € 0
reverdecimento do tecido caloso. Na generalidade, os explantes estabelecem-se numa
intensidade luminosa moderada (5-30 pmoles m™ s™) usando um fotoperiodo de 16
horas (Murashige, 1974). A luz é fornecida, habitualmente, por lampadas de luz
branca ou por lampadas fluorescentes proprias para cdmaras de cultura (Gamborg e
Phillips, 1995). Posteriormente o desenvolvimento de plantulas é favorecido por um
aumento da intensidade luminosa (50 pmoles m” s'). Este aumento promove o
desenvolvimento de folhas fotossinteticamente activas e facilita a aclimatizagéo
requerida no estabelecimento das plantas in vive, no exterior (ex vitro). A
temperatura da cidmara de cultura ronda, geralmente, os 25° C embora algumas
espécies possam requerer temperaturas varidveis que permitem um crescimento

optimo (Tisserat, 1985).
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1.2. Principais fases da micropropagacio

As fases da propagagdo in vitro dependem do meio nutritivo utilizado bem como
do ambiente de cultura, conforme referido anteriormente. O sucesso da propagacéo,
comparativamente com os métodos convencionais, ¢ essencialmente devido a
possibilidade que ha em separar as fases de cultura que mostram diferentes aspectos
de desenvolvimento.

Murashige (1974) considerou trés fases mais significativas na propagacéo in vifro
das plantas. No estabelecimento destas fases, como um procedimento comercial,
atendeu ao estabelecimento da cultura em condigdes assépticas, a multiplicagdo dos
gomos e a preparagdo para o estabelecimento das plantas no solo, (Murashige, 1974).
Mais recentemente, passaram a ser consideradas quatro fases no crescimento das

culturas in vitro (Hartmann et al., 1990) (Figura 2) e que sdo referidas a seguir.

A 1? fase, estabelecimento e estabilizagdo, tem como objectivos:
- proceder, em primeiro lugar, a uma desinfec¢éio dos explantes;
- manter esses mesmos explantes em condigdes assépticas;
- estabelecer e estabilizar a cultura;
- obter uma taxa razoavel de sobrevivéncia de explantes e um crescimento
rapido desses mesmos explantes;
- promover a formagéo de multiplos primérdios.
Geralmente, ao fim de 4-6 semanas de cultura, esta completa a 1* fase de cultura

de modo a proceder-se ao transplante.

Na 2° fase, multiplica¢do dos primérdios, os objectivos sdo:
- manter a microcultura estabilizada;
- conseguir uma multiplicagdo, através de um aumento rapido do nimero de
primordios, de modo a originar plantas definitivas e completas;
- induzir a formagdo de 6rgdos adventicios (organogénese) ou a formagéo de

embrides somaticos (embriogénese) (Murashige, 1974).
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Nesta fase cada explante vai originar grupos de primérdios de tamanho muito
reduzido, que surgem a partir de uma massa de tecido caloso (Hartmann et al., 1990).
Os primérdios de tamanho reduzido sdo separados para que se efectue o transplante
para o novo meio de cultura (Hartmann et al., 1990). O tamanho optimo dos
primérdios e o método de separagio varia de espécie para espécie. Geralmente, €
necessédria uma porgdo minima de tecido para produzir uma multiplicagdo rapida e
uniforme (Hartmann et al., 1990). A multiplicagdo dos primordios pode ser repetida
vérias vezes para aumentar a quantidade de material que, posteriormente, ird ser

sujeito a enraizamento e transplante (Hartmann et al. 1990).

Na 3° fase, prétransplante, enraizamento in vitro, os objectivos s3o:
- promover a indugfo de raizes em meio apropriado;
- aumentar o vigor das plantas.

Nesta fase pretende-se preparar, com sucesso, as plantulas para o transplante no
solo, aumentando a sua resisténcia a agentes patogénicos € a tolerancia & humidade.
Por parte da planta é necessario que haja a conversio das condigdes heterotroficas
em condi¢des autotroficas, aumentando o seu potencial de aclimatizacdo e a sua
sobrevivéncia durante o transplante.

Inicialmente, tem de se proceder ao enraizamento in vitro fazendo subculturas num
meio esterilizado. Dependendo da espécie, no meio de cultura ha redugdo da
quantidade de citocininas ou o meio fica sem reguladores de crescimento. Por outro
lado, pode ter de se aumentar a concentragdo em auxinas. Muitas vezes também se
reduz o conteido em sais inorgénicos. As condigdes heterotroficas em que se
encontravam as plantas vdo sendo alteradas, gradualmente, para que passem a ter
condi¢des autotréficas possibilitando-lhes, assim, a sua sobrevivéncia numa estufa,
ou em qualquer outro local (Hartmann, et al. 1990). A selecgdo de casos aberrantes,
anormais ou gomos infectados, é prioritria para que haja uniformidade nas futuras

plantas (Hartmann et al. 1990).

Na 4* fase, transplante, aclimataco e enraizamento ex vifro, o0s rebentos
caulinares, enraizados ou nfo, séo retirados dos recipientes de cultura eliminando por
completo o agar, fonte potencial de contaminagdes, através da lavagem com agua
corrente. As plantulas sio transferidas ou para recipientes contendo meios de
enraizamento, com ou sem hormonas, ou para vasos com solo. S#o necessarios varios
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dias para que se tornem funcionais as novas raizes. Logo que as plantulas estejam
estabelecidas no meio de cultura, por aquisi¢io de raizes, sio gradualmente expostas
ex vifro a uma humidade relativa baixa e a uma intensidade luminosa elevada

(Hartmann et al. 1990).

No método da propagacdo in vitro, a possibilidade que ha em separar as diferentes
fases, de acordo com os diferentes aspectos da regeneragio e do desenvolvimento da
cultura, ¢ vantajosa relativamente aos métodos convencionais. Assim, pela selec¢do
dos explantes e através do grau elevado de controlo do ambiente de cultura, no que
se refere a factores de temperatura, de luz e do meio nutritivo, torna-se possivel a
manipulagio das diferentes fases, para maximizar a produgéo obtida relativamente ao

niimero, tamanho e qualidade dos propagulos (Hartmann et al., 1990).

Genotipo escolhido

== Fase I: Iniciacio

‘L ' (explantes em cultura asséptica)
i ﬁ g ~ Fase II: Multiplicacio
v . (rebentos caulinares/propagulos)

_ A Re Fase 11I: Enraizamento
(rebentos caulinares —obtengdo
V2

de plantulas individuais)

Fase 1V: Aclimatizaciio
(plantas autotroficas, na estufa)

Figura 2 — Micropropagagdo tipica com 4 fases. A fase I, multiplicagdo, pode ser
repetida as vezes que forem necessdrias. A fase Ill, enraizamento, pode
ser opcional, dependendo das espécies (adaptado de Gamborg e
Phillips, 1995).
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1.3. Métodos de propagacio vegetativa in vitro

A micropropagacdo € a cultura de tecidos iniciam-se sempre com a excisdo do
explante da planta em estudo, liberto de microrganismos e colocado em condi¢des
assépticas (Hartmann et al., 1990).

O explante pode dar origem a massas celulares mais ou menos desorganizadas
denominadas tecido caloso (calo), a partir do qual se podem regenerar novas plantas
(Murashige, 1974; Hartmann et al., 1990).

Para a iniciagio da formagdo do tecido caloso, os explantes em condigdes
assépticas, devem ser transferidos para um meio de cultura s6lido. No explante deve
ser exercida uma ligeira pressio para melhorar a superficie de contacto com o meio
de cultura (Dixon, 1985).

A regeneragiio de plantas in vitro pode, de acordo com Hartmann e colaboradores,
ser obtida segundo as seguintes vias:

- Cultura do meristema apical;

- Proliferagiio dos gomos axilares;
- Indugio dos gomos adventicios;
- Organogénese;

- Embriogénese somética.

Cultura do meristema apical implica a excisdo de uma pequena parte do gomo
apical e é o processo de regenera¢do e de alongamento do meristema apical e das
folhas rudimentares. Este tipo de cultura é utilizado, principalmente, para a obtengdo

de plantas sem virus.

Proliferagéio dos gomos axilares é o processo que conduz a proliferagdo de gomos
axilares, sendo suprimido o desenvolvimento do gomo apical. Este processo conduz
a multiplicagdo de rebentos caulinares que devem ser excisados € posteriormente

enraizados.
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Indugfio dos gomos adventicios é o processo que envolve a iniciagdo dos gomos
adventicios, tanto de um modo directo a partir do explante, como de um modo
indirecto a partir do tecido caloso obtido, por sua vez, apés a cultura do explante. A
indugfio dos gomos, directa ou indirectamente, resulta dos tratamentos com
reguladores de crescimento a que o explante foi sujeito, apos ter sido colocado em

meio base de cultura. Envolve a produgio de novo de gomos (Hartmann et al., 1990).

Organogénese é o processo que leva a formagdo, crescimento e diferenciagdo de
estruturas caulinares (caulogénese) e de estruturas radiculares (rizogénese) e pode ser
obtida por duas vias diferentes:

- por organogénese directa. Os primordios caulinares ou radiculares
originam-se, directamente, a partir de células do explante;

- por organogénese indirecta. O explante da origem a uma massa
indiferenciada de células designada de tecido caloso (calo), que constitui
uma formag#o intermédia, a partir do qual se originam os primérdios.

A diminuicio da concentragdo de auxina e o aumento da concentragdo de
citocinina é usada, habitualmente, para induzir a organogénese de estacas caulinares
a partir de tecido caloso.

Os primordios caulinares sdo estruturas unipolares e encontram-se fisicamente
ligados ao tecido vascular de origem (Tisserat, 1985). Para se obter uma plantula, as

estruturas caulinares tém de ser sujeitas ao enraizamento.

Embriogénese somitica é o processo que leva a diferenciagio de embrides
somaticos, a partir de uma célula ou grupos de células. O embrido somatico € uma
estrutura bipolar, ou seja, uma planta rudimentar com um eixo raiz/gomo,
independente (Brown et al., 1986). Esta forma de embrido ndo se encontra
fisicamente ligado aos tecidos vasculares de origem (Haccius, 1978; Tisserat, 1985).
Este método de propagagdio in vitro, por embriogénese somatica, pode utilizar duas
vias diferentes:

- por embriogénese directa, em que as células somaticas do explante
regeneram por completo o embrido somatico;

- por embriogénese indirecta (Figura 3), em que as células somaticas do
explante ddo inicialmente tecido caloso a partir do qual se originam os

embrides somaticos.
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Geralmente, basta transferir o tecido caloso para um meio de cultura sem
reguladores de crescimento que permite o desenvolvimento de estidios embrionarios
mais tardios e posteriormente o aparecimento de uma nova planta (Tisserat, 1985).
Relativamente ao explante utilizado, este pode ter células que estio num intervalo
entre o estado de células embriogénicas pré-determinadas e o estado sem células
embriogénicas. Tudo depende da idade do explante.

Para além do explante e dos reguladores de crescimento utilizados, existem outros
factores que podem influenciar a indugdo do estado embriogénico. O genotipo da
planta ¢ dos factores mais importantes a ter em linha de conta. Numa dada espécie,
os diferentes genotipos possuem diferentes capacidades embriogénicas.

A embriogénese somdtica tem varias vantagens relativamente a macropropagacéo e
a outras vias de micropropagacdo. Apresenta a possibilidade de propagacdo em larga
escala, cultura em grandes volumes, e potencial distribuigdo directamente para
estufas ou campo como “sementes sintéticas” (Hartmann et al., 1990). Apesar das
vantagens mencionadas, existem limitagdes em varios passos experimentais

conducentes a obtenciio de embrides somaticos e posterior desenvolvimento.

T @ B @ &

somdtica competéncia embriogénica globular coragio torpedo
+ auxina —

Figura 3 - Representagdo esquematica da embriogénese somatica indirecta
(Adaptado de Toonen ¢ Vries, 1996).

Esta via de micropropagacdo, por embriogénese somatica, estd relacionada com a
interrupgdo de um modelo de expressdo de genes nas c€lulas do explante e a sua

substitui¢do por um programa embriogénico de expressdo de genes que irdo produzir

19



- Propagagiio in vitro da planta medicinal Hypericum androsaemum Introdugao

embrides somdticos. Para reprogramar as células para um estado embriogénico tem
de haver activagio de sistemas de transdugdo de sinais, 0s quais desencadeiam
alteragdes que conduzem a formagio de tecido caloso ou embrides somaticos. Apos
esta primeira fase de indugdio embriogénica seguem-se as fases posteriores (globular,
coragdo e torpedo) que sdo afectadas por diversos factores. Destes factores temos a
salientar as fontes de azoto, os hidratos de carbono e os reguladores de crescimento,
cujas concentragdes devem ser optimizadas relativamente a cada fase. Segundo
Canhoto (1994), o azoto, conjuntamente com 0S Outros dois factores ja referidos, €
dos constituintes do meio que mais condiciona a indugéo da embriogénese.
A regeneragio directa, quer por organogénese quer por embriogénese, apresenta a
vantagem de diminuir significativamente potenciais variagdes somaclonais que
podem conduzir a grandes alteragSes genéticas nos cultivares (McCown e McCown,

1999).

2. PLANTAS MEDICINAIS

A falta de plantas medicinais no mercado ¢ o interesse cada vez mais generalizado
por parte dos consumidores neste tipo de produtos, levou a que empresas de
firmacos tais como a Aditiva, em conjunto com outros organismos ¢ dentro de
projectos comunitérios, fizessem estudos detalhados de algumas espécies. Um desses
exemplos foi o Hypericum androsaemum que obedece a critérios de normalizagéo.
Estas espécies s3o utilizadas em culturas in vitro para obteng¢do de tecido caloso, do
qual se obtém produtos metabélicos secundarios com principios activos de interesse
e uso farmacologico.

O ressurgimento dos produtos provenientes das plantas medicinais, verificou-se na
década passada, com especial relevo na América do Norte (Briskin, 2000). A
utilizagdio deste tipo de plantas teve um aumento significativo, de 3% em 1991 para
cerca de 37% em 1998 (Brevoort, 1998). Na Europa, as vendas de medicamentos a
base de plantas no regime de venda livre estio a aumentar a um ritmo intenso
(Chevallier, 1996). As grandes empresas farmacéuticas utilizam as plantas

medicinais como fonte de medicamentos e investem na pesquisa de novas
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substincias quimicas vegetais que possam ser comercializadas como medicamentos
(Brevoort, 1998; Glaser, 1999).

O factor que mais peso teve para o crescimento significativo no uso das plantas
medicinais, nos Estados Unidos, foi a aprovagfo da legislagdo federal em 1994
(referéncias em Dietary Suplement Health e Education Act or “DSHEA™) que
facilitou a produg¢do e o marketing dos produtos naturais (Brevoort, 1998).
Relativamente a muitas plantas medicinais, de interesse comum, a primeira pesquisa
efectuada foi nas areas da fitoquimica, da farmacognosia e da horticultura. Assim, na
area da fitoquimica, as plantas sdo caracterizadas pelos compostos bioactivos que
possuem, os quais tém sido separados e submetidos a uma analise estrutural
detalhada. Na area da farmacognosia, tém-se realizado experiéncias de bioactividade,
identificagdo de potenciais modos de ac¢fo e locais alvo para a actividade
fitomedicinal dos compostos. E, finalmente, na area da horticultura ¢ realgado o
desenvolvimento da capacidade optima do crescimento dos cultivares. Esta ultima
area tem sido desenvolvida, especialmente para algumas plantas medicinais, cuja
colheita ¢ feita ainda em condi¢des selvagens e cujas condigdes de crescimento ndo
sdo as mais favoraveis. A colheita selvagem de plantas medicinais pode ser
problematica em termos de perda de biodiversidade. A potencial variacdo na
qualidade da planta medicinal, a toxicidade potencial (Shulz et al., 1998; Capasso et
al., 1999) e, ocasionalmente, a identificacdo mmprépria da planta com possiveis
causas tragicas (Briskin, 2000), sdo factores que devem ser considerados
importantes. A toxicidade das plantas medicinais representa um risco potencial para

a saude humana (Capasso et al., 2000).

2.1. A cura e sinergia das plantas

As acgdes fitomedicinais resultam geralmente dos produtos secundarios envolvidos
na ecofisiologia das plantas. As ac¢des medicinais sdo unicas para uma dada espécie
particular ou grupos de plantas. Numa determinada planta, as combinagdes dos
produtos secunddrios permitem muitas vezes fazer a distingdo taxonomica (Wink,
1999). Alguns destes produtos secundérios podem exercer a sua acgido pela

semelhanga que possuem com os metabolitos endégenos (Kaufman et al., 1999).
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As plantas sdo remédios completos que ocorrem naturalmente e, na fitoterapia
europeia, as plantas nativas sdo muito populares. Os trabalhos de investigagdo
revelam a eficicia dos medicamentos 4 base de plantas. Por exemplo, a espécie
nativa da Europa, o Hypericum perforatum, ¢ apreciado pelas suas propriedades
curativas. E um bom exemplo de como a investigagdo moderna pode confirmar
aquilo que os fitoterapeutas ja sabem desde ha séculos. Hoje, entende-se melhor o
modo como a planta actua no organismo humano, o que permite fixar dosagens
precisas com conhecimento dos efeitos secundarios e ter a seguranca da forma como
a planta deve ser tomada como medicamento.

A fitoterapia ¢ uma forma de medicina energética. E a medicina mais antiga da
humanidade e actualmente é objecto de muito interesse cientifico (Pitman, 1996).
Num futuro proximo é de esperar um aumento do ntimero de plantas a ser objecto de
investigacio para uso medicinal. As investigagdes efectuadas neste campo tém
revelado que as plantas exercem um efeito medicinal benéfico maior do que o
esperado. Quando se usa a planta no seu todo, em vez de se lhe extrairem os
componentes, as diversas partes interactuam produzindo em muitos casos e, segundo
se cré, um maior efeito terapéutico que a dosagem equivalente de componentes
activos isolados (Chevallier, 1996). Em certos casos, o valor medicinal da planta,
deve-se inteiramente & combinagdo natural de produtos secundarios, presentes nas
plantas, pelo que ndo poderd ser reproduzido apenas por um ou dois componentes
activos. A eficiéncia terapéutica das plantas medicinais resulta muitas vezes da ac¢do
sinergética de varios principios quimicos activos que actuam num so local ou em
multiplos locais associados com o processo fisiologico (Briskin, 2000).

A analise quimica das plantas medicinais ndo se limita s6 a um unico produto mas
estende-se a varios grupos de constituintes de modo a obter uma caracterizagéo tdo
completa quanto possivel (Capasso et al., 2000). O termo sinergético ou efeito
farmacolégico aditivo, foi referido por Tyler (1999) como sendo benéfico devido a
eliminacdo dos problemas surgidos com os efeitos secundérios associados com o uso
de um tmico composto xenobidtico no corpo. Este efeito foi documentado por
Kaufman et al. (1999) que mostraram as interacgdes sinergéticas efectivas de um
grande nimero de fitomedicamentos. As multiplas acgdes quimicas de um modo
aditivo ou sinergético tém a sua origem, provavelmente, no papel funcional dos

produtos secundarios que contribuem para a sobreviéncia das plantas (Briskin, 2000).
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A standartizacio das plantas medicinais significa encontrar o corpo da informagéo
necessdria para garantir nio s6 uma composi¢do quimica constante destas plantas,
mas também uma eficicia equivalente (Shulz et al., 1998). A standartizagdo ndo ¢
apenas uma opera¢do analitica e ndo deve terminar com a identificacdo e andlise
do(s) principio(s) activo (s). No entanto, a analise quimica dos constituintes das
plantas medicinais é a parte mais importante da standartizagdo.

A aplicacfio apropriada das plantas medicinais tem grande importancia (Anderson ¢
Phillipson, 1986; Tyler, 1999; Capasso et.al.; 2000). O facto das plantas medicinais
serem inofensivas, bem como a sua eficacia, depende do tipo de remédio, da sua
dosagem e dos parimetros relacionados com o consumidor, tais como: idade,
caracteres genéticos, doengas concomitantes ¢ uso simultdneo com outras drogas
(Shulz et al., 1998). As plantas medicinais podem ser potencialmente téxicas se
forem usadas incorrectamente e como suplementos dos remédios convencionais. Por
exemplo, o Hypericum perforatum, mostra a sua toxicidade através do aparecimento
de fotodermatites, sendo o constituinte responsavel a hipericina, € ndo € aconselhado
o uso simultineo com medicamentos anti-depressivos como, por exemplo, o Prozac.
Determinadas plantas medicinais podem reduzir ou aumentar a eficdcia do uso dos
remédios convencionais quando usadas concomitantemente, sendo assim um risco
potencial para a saide humana (De Smet, 1997).

As plantas do género Hypericum eram ja usadas na antiguidade sendo colocadas
sobre as imagens religiosas para afugentarem os espiritos malignos. Possivelmente,
foi nesta pratica religiosa que teve origem a palavra hipérico que, em grego, significa
“em cima de um icon” (Seabra, 1987).

Na medicina popular, em Portugal, espécies do género Hypericum tém sido usadas
como plantas medicinais. Assim, o H. androsaemum ¢ usado na forma de infusdo, de
decocto, de ungento, de 6leo e de licor, para fins medicinais. Na forma de infusio ¢
usado no tratamento de asma, inflamacbes da traqueia, digestdes dificeis e
intoxicagdes por mau funcionamento do figado. Na forma de decocto, utiliza-se
como vermifugo. Na forma de ungento, trata as distor¢des e contusdes. Na forma de
6leo, ¢ usado no tratamento da gota, dor citica, reumatismo, chagas, queimaduras e
ulceragdes. Por tltimo, na forma de licor, utiliza-se como digestivo e aperitivo.
Apesar das vérias utilizagdes de Hypericum androsaemum, ele ¢ principalmente
usado como diurético, sob a forma de cha ou tisana, em insuficiéncias funcionais

renais ¢ hepaticas (Costa, 1904; Seabra, 1987; Costa, 1994).
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O H. androsaemum é conhecido por hipericio do Géres, erva da pedra ou
androsemo (Seabra e Alves, 1989).

O Hypericum perforatum, de utilizagdo mais lata, é usado externamente como
planta medicinal no tratamento de feridas da pele, eczemas e queimaduras e,
internamente, ¢ usado em doencas do trato alimentar e outras (Nikolacva, 1977;
Hobbs, 1989). O extracto desta planta foi estudada clinicamente para o tratamento de
depressdo e foi registada, na Alemanha, como um antidepressivo (Psychotonin®)
(Harrer e Sommer, 1994; Ernest, 1995). O Hypericum perforatum, é uma planta que
actua como um remédio eficaz no tratamento de casos pouco graves de depressio e
esgotamento nervoso (Cass, 1999). O Hypericum perforatum esta incluido nas
antigas Farmacopéias da Checoslovaquia, da Roménia e da Russia (Reynolds, 1993).
Esta planta mostra também uma actividade anti-tumoral (Anker et al., 1995).
Malamas ¢ Marselos (1992) refere que, no uso tradicional das plantas medicinais na
Grécia, o H. perforatum era usado externamente para tratar o herpes zoster
mostrando um bom resultado.

Como conclusdo podemos dizer que varias plantas de Hypericum sp. sdo usadas na
medicina popular devido as propriedades farmacologicas de alguns dos seus
compostos secunddrios, que possuem principios activos. A acgdo destes principios
pode ser como diurético e sedativo, como vulnerério (cicatrizagio de feridas), como
anti-séptico, anti-microbiano, bactericida, anti-inflamatério e anti-depressivo, entre
outros (Holzl e Ostrowiski, 1987; Yazaki e Okuda, 1990; Fernandez e Alcaraz, 1991;
Maisenbacher e Kovar, 1992; Rocha et al., 1994; Rocha et al., 1995; Axarlis et al.,
1998; Dias et al., 1998; Ishiguro et al., 1998; Schempp et al., 1999; Butterweck et al.,
2000; Pistelli et al., 2000; Poutaraud et al., 2000; Ferraz et al., 2001; Kang et al.,
2001; Southwell e Bourke, 2001).

3. CARACTERIZACAO GERAL DO GENERO HYPERICUM L.

3.1. Sistematica

Considerando que a identificagdo e escolha correcta das plantas ¢ de toda a

conveniéncia, perante a diversidade de nomes para a mesma planta e para evitar
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possiveis toxicidades, passa-se de seguida a apresentar a classificagdo de algumas
espécies do género Hypericum.

De acordo com a NOVA FLORA DE PORTUGAL aparecem, como pertencendo
ao género Hypericum, 14 espécies. Destas, 12 delas encontram-se distribuidas por 7
secgdes (Franco, 1971) (Quadro I). Este autor considera mais duas espécies,
Hypericum calycinum L. ¢ Hypericum hircimum,que sdo cultivadas como plantas

ornamentais.

Quadro I

Seccdes e espécies do género Hypericum L.

#

Androsaemum (Duhamel) Godron
Taeniocarpium Jaub. & Spach

Adenosepalum Spach

FElodes Koch
Drosocarpium Spach

Oligostema (Boiss.) Stefanov

Hypericum

H. foliosum Aiton
H. androsaemum L.
H. pulchrum L.

H. montanum L.

H. tomentosum L.
H. pubescens Boiss.
H. elodes L.

H. perfoliatum L.

H. linarifolium Vahl
H. humifusum L.

H. undulatum Willd
H. perforatum L.

As espécies do género Hypericum L., quer segundo a Nova Flora de Portugal quer

segundo a Flora Europaea, pertencem a:

Divisdo:  Angiospermae
Classe: Dicotyledoneae
Subclasse: Archichlamydeae
Ordem: GUTTIFERALES

Familia: GUTTIFERAE (CLUSIACEAE; HYPERICACEAE)

Subfamilia: Hypericoideae
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A ordem GUTIFERALES esta representada na Europa apenas pela familia
GUTTIFERAE (referéncia em Seabra, 1987). Este termo que designa a famila, ¢
considerado incorrecto segundo o Cédigo Internacional de Nomenclatura Boténica
de 1972. Mas, embora o uso desta designagdo se tenha mantido, ¢ substituido muitas
vezes pelos termos CLUSIACEAE ou HYPERICACEAE. Alguns autores, como por
exemplo, Pereira Coutinho (1939), Gongalo Sampaio (1947) e mais recentemente
Hutchinson (1973) consideram o género Hypericum como pertencendo a familia
HYPERICACEAE. Hutchinson apresenta como justificagdo basica do seu critério de
classificagdo os caracteres morfologicos. A familia CLUSIACEAE possui flores
predominantemente unissexuais, sementes quase sempre ariladas e células secretoras
vermiformes, enquanto que a familia HYPERICACEAE possui flores bissexuais, as
sementes nio sdo ariladas e as células secretoras apresentam, normalmente, a forma
de pontuagdes transhicidas ou negras. A subfamilia Hypericoideae ¢ constituida,

principalmente, pelo género Hypericum (Castroviejo et al., 1995).

3.2. Caracteres morfolégicos

As plantas incluidas na familia. GUTTIFERAE séo perencs, raramente anuais e
rizomatosas (Castroviejo et al., 1995). Esta familia engloba as érvores e arbustos, que
sdo plantas lenhosas, mas podem também englobar plantas herbéceas (Quer, 1962).
Apresentam glandulas transhicidas que contém Oleos essénciais e, em alguns casos,
glandulas vermelhas ou negras, cujo conteudo € hipericina. As folhas sdo simples ou
raramente, em verticilos de 3-4 e, geralmente, sdo persistentes e sem estipulas. As
inflorescéncias sio terminais, em cimeira. As flores sdo hermafroditas ou unissexuais
e sio actinomorficas. As sépalas sdo imbricadas e as pétalas sdo livres, de
prefloragio contorcida. Os estames apresentam-s¢ polidelfos ou aparentemente
indefinidos. O ovério é stipero, com placentagdo axial ou parietal. Os frutos podem
apresentar cépsulas septicidas ou septifragas, bagas ou drupas. As sementes
apresentam-se sem endosperma (Tutin € Heywood, 1968; Franco, 1. A., 1971).

O género Hypericum L. possui caracteristicas morfologicas proprias em que ¢ de

salientar o seu aparelho secretor. Este é constituido por canais secretores, que
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aparecem nos caules e mnas raizes, e por cavidades ou bolsas secretoras, que
aparecem nas folhas e flores (Mathis e Ourisson, 1964a). O trabalho mais antigo
sobre o aparelho secretor do género Hypericum ¢ da autoria de G. Weill (1903). Este
autor reconhece que a repartigio dos 6rgdos secretores na planta ¢ semelhante para a
maioria das espécies (Mathis e Ourisson, 1964). No aparelho secretor pode
encontrar-se resina de cor Ambar. Também pode ter Oleos essenciais, € apresentar-se
translicido e subepidérmico, passando a ter o nome de glindulas translicidas. As
glandulas translicidas podem ser protuberantes, convexas e de contorno subcircular
ou elipsoidal. Estas denominam-se vesiculas, ndo contém hipericina nem pseudo-
hipericina e aparecem em Hypericum androsaemum L.. Por ultimo, o aparelho
secretor pode ter hipericina ou pseudo-hipericina. A cor varia entre o vermelho/roxo
e o negro, denominando-se de glindulas negras ou opacas. Estas glandulas aparecem
em Hypericum perforatum (Tutin ¢ Heywood, 1968; Castroviejo et al., 1995). A cor
negra, vermelha ou raramente dmbar, depende da concentragdo em hipericina. As
glandulas secretoras, no geral, podem designar-se marginais quando emergem o
suficiente para interromper a linha da margem da folha, da sépala ou da pétala.
Designam-se intramarginais se se encontram na margem, mas ndo nterrompem a
sua linha e superficiais quando se encontram bem afastadas da margem (Tutin e
Heywood, 1968; Franco, 1971).

As flores apresentam-se hermafroditas com (4-) 5 sépalas, (4-) 5 pétalas, estames
organizados em 3 ou 5 fasciculos, alternando por vezes com fasciculos estéreis, ou
em 5 grupos irregulares. O tipo de fruto ¢ uma capsula septicida, raramente carnudo
e mais ou menos indeiscente (Tutin e Heywood, 1968).

A seccdo Androsaemum (Duhamel) Godron inclui as plantas de duas espécies,
existentes em Portugal, Hypericum androsaemum Lin e Hypericum foliosum Aiton.
Esta seccdio engloba arbustos glabros sem glindulas negras. As plantas apresentam-
se sem glandulas vermelhas ou negras (sem hipericina) nas folhas, nas sépalas, nas
pétalas ou nas anteras. Os caules, em geral, mostram-se com 4 linhas longitudinais.
As folhas sdo opostas. As flores terminais aparecem solitarias ou em grupos de 2-3,
cimeiras paucifloras, terminais (Franco, 1971). As pétalas e os estames sdo caducos.
Os estames apresentam-se em fasciculos ¢ do tipo 5. O fruto € mais ou menos
carnudo, com deiscéncia tardia. A cépsula ndo possui canais resiniferos translicidos.
As sementes sdo reticuladas, carenadas ou ndo (Tutin e Heywood, 1968; Franco,

1971).
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Na sec¢io Hypericum estd incluida a espécie H. perforatum. Esta sec¢do ¢
caracterizada por incluir plantas herbaceas glabras e perenes, geralmente lenhosa na
base e com desenvolvimento de rebentos axilares. Estas plantas apresentam-se com
glindulas negras presentes nos caules, folhas, anteras e algumas vezes nas sépalas e
nas pétalas. Os caules apresentam, geralmente, 2 a 4 linhas longitudinais ou com 4
alas nos entrends. As folhas apresentam ou glandulas negras intramarginais ou, por
vezes, estas glandulas so superficiais mas em nimero reduzido. As flores mostram-
se em subcorimbos ou em cimeiras piramidais (Figura 4). As pétalas e os estames sdo
persistentes e estes apresentam-se fasciculados tipo 3(-4). A capsula possui canais
resiniferos translicidos em posi¢do longitudinal, ou dorsal e lateral, ou tem vesiculas

obliquas. As sementes séo reticuladas.

Figura 4 — Flores de Hypericum perforatum

O Hypericum androsaemum Lin que foi objecto de estudo neste trabalho
(GUTTIFERAE) apresenta as caracteristicas morfologicas descritas a seguir. Os
caules geralmente mostram 4 linhas longitudinais. Os caules floriferos apresentam
duas linhas longitudinais salientes, com cor vermelha/roxa ou dmbar, aparecendo
esta cor também nas folhas, bracteas, sépalas ou pétalas (Figura 5A). As folhas sdo
opostas, largamente ovadas a ovadas oblongas, sésseis, sem cheiro a cumarina, que ¢
um composto fendlico. Em cortes histologicos, das folhas de H. androsaemum,
identifica-se um parénquima heterogéneo assimétrico. Proximo da epiderme

superior, encontram-se células glandulares, denominadas gldndulas translicidas,
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rodeando um reservatério comum. Neste ¢ onde se acumula a secregdo resinosa
corada de vermelho escuro. As bricteas apresentam glandulas translicidas
puntiformes. As flores aparecem em grupos de 2-3, reunidas em pequenas cimeiras
terminais (Figura 5A) ou aparecem solitarias (Figura 5B). A flor ¢ pentdmera e
apresenta uma corola de cor amarela intensa. As sépalas s3o inteiras e tanto as
pétalas como os estames polidelfos sdo caducos. Os estames apresentam-se em
fasciculos e sdo do tipo 5. O fruto doliforme a globoso apresenta-se como uma
capsula baciforme, € sempre carnudo, suculento, avermelhado enquanto jovem e

negro quando estd maduro. E indeiscéncente (Castroviejo et al., 1995). As sementes

sdo reticuladas e aladas, pardas escuras (Franco, 1971).

Figura 5 —Planta da espécie Hypericum androsaemum.
A) Cimeira e fruto.
B) Flor solitéria, de cor amarela.

3.3. Distribuicdo geogrifica e ecologia do Hypericum androsaemum
L.

O género Hypericum L. engloba cerca de 380 espécies que se encontram distribuidas
e bem representadas em zonas temperadas do globo (Holzl et al., 1994). Na Europa

apenas se encontram 61 espécies pertencentes ao género Hypericum (Seabra, 1987).
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Nove espécies ocorrem na Europa Central e o Hypericum perforatum ¢ a espécie
mais bem estudada (Schmidt et al., 2000a). Esta espécie é encontrada também por
toda a Europa, na Asia ocidental, no Norte de Africa e no Norte da América (Axarlis
et al., 1998). Dentro das espécies europeias algumas sdo cultivadas em jardim (Tutin
e Heywood, 1968).

As plantas da espécie Hypericum androsaemum L. fazem parte da flora da Europa
ocidental, meridional, zona leste até & Turquia (Tutin ¢ Heywood, 1968) ¢ do
Préximo Oriente até ao Irfio (Costa, 1994). O Hypericum androsaemum L. ¢
considerado uma espécie nativa de Portugal, aparecendo nas regides do Minho,
Beiras e Estremadura, nas serras de Montejunto, Sintra e Monchique. O seu habitat
natural é em lugares sombrios, himidos e margens dos cursos de 4gua, entre eles,
ribeiros (Franco, 1971). No Parque da Peneda Gerés a sua ecologia € o de sub-

bosque temperado, em zonas de carvalhais (Quercus robur), cuja altitude pode ir aos

800-1000 metros (Gama, 2001).

3.4. Constituintes quimicos do género Hypericum

A familia GUTTIFERAE, a qual pertence o género Hypericum, ¢ constuida por
plantas que contém vérios constituintes com diversas actividades biologicas de
interesse medicinal (Verotta, 1999).

O uso empirico de um nimero elevado de espécies do género Hypericum, levou a
que surgissem trabalhos de investigagdo de modo a mostrar a ac¢do farmacoldgica
dos seus extractos alcoodlicos e aquosos. Estes extractos mostram possuir uma ac¢ao
bactericida, diurética, anti-inflamatéria e analgésica, entre outros (Seabra, 1987). Nos
trabalhos com o género Hypericum tém sido identificadas substancias com principios
activos, das quais ha a salientar as hipericinas e pseudohipericinas, os flavonoides, as
xantonas (Bennett e Lee, 1989), o floroglucinol (Rocha et al., 1995), os derivados do
4cido filicinico (Jayasuriya et al., 1991; Rocha et al., 1995), os oleos essenciais e,
com menos frequéncia, as benzopirinas (Décosterd et al., 1986; Ishiguro et al., 1990).
Também foram identificadas outras substincias tais como: carotendides, vanilina,

vitaminas, taninos, acidos cafeico e clorogénico (Seabra, 1987).
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Brockmann e Sanne, em 1957, realizaram um trabalho em que estudaram a
distribuicdo da hipericina e da pseudo-hipericina, num conjunto de 16 espécies do
género Hypericum (Seabra, 1987). No entanto, deve-se a Mathis ¢ Ourisson (1963) o
trabalho mais completo quanto a distribui¢do da hipericina e pseudo-hipericina, em
220 espécies. A hipericina ¢ a pseudo hipericina, presentes nas espécies de
Hypericum, possuem uma acgdo sobre o sistema nervoso central (Oztiirk, 1997,
Schimidt et al., 2000a). As substincias activas hipericina ¢ pseudohipericina, com
acgiio antidepressiva in vivo, tanto inibem a captagdio dos transmissores a nivel das
sinapses como inibem a enzima monoamino oxidase-A (MAO A) (Leonhard, 1995).
Esta enzima ¢ importante na regulagio dos niveis de algumas aminas fisiologicas que
se pensa contribuirem para o controlo da depressdo (Rocha et al, 1994; Rocha et al,,
1995). A hipericina também é atribuida a propriedade anti-retroviral (Rocha et al.,
1995). Esta substincia também ¢ responsivel por respostas imunitarias e
inflamatérias (Bork et al., 1999). No trabalho de Kang et al. (2001) ¢ feita referéncia
as propriedades farmacolégicas da hipericina anti-reumatica, anti-diurética, anti-
depressiva, anti-viral, anti-neopldstica, tratamento da SIDA e desordens
inflamatdrias.

Os derivados de floroglucinol também tém uma ac¢do inibidora sobre a
monoamino oxidase-A (MAO). Este composto e o &cido filicinico possuem uma
accdo activa, in vifro, contra as bactérias Gram+, Bacillus subtilis (Rocha et al.,
1995).

Muitos dos compostos fendlicos mostram possuirem propriedades anti-oxidantes
(Schempp et al., 1999). As xantonas (compostos fendlicos), inibidores selectivos
naturais, mostram tal como a hipericina, uma inibi¢do forte e selectiva & monoamina
oxidase A (MAO). As xantonas possuem ainda uma actividade de citotoxicidade in
vitro e uma actividade anti-tumoral in vivo, bem como actividades anti-bacterianas e
anti-fingicas (Hostettmann et al., 1989, 1995; Bennett e Lee, 1989; Dias et al.,
2000). A primeira xantona descrita em espécies do genero Hypericum foi a
mangiferina (Lebreton e Bouchez, 1967). A esta xantona, objecto de varios estudos,
sdo atribuidas propriedades medicinais, tais como anti-inflamatorias, anti-
hepatoxicidade e anti-viral (herpes) (Bennett ¢ Lee, 1989). Este mesmo composto
mostra, in vitro, uma activagio dos linfocitos quando ocorre uma situagdo tumoral. A
xantona psorospermina, in vivo, mostra actividade em situagdes de leucemia e em

situagdes de tumor, do c6lon e mamério. A xantona psorospermina e a furanoxantona
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sdo activas contra linhas celulares da leucemia humana e contra linfomas
relacionados com a SIDA. A xantona magostina possui propriedades anti-
inflamatérias e actividade anti-ulcerosa (Bennett e Lee, 1989). A rubraxantona, exibe
uma actividade antibi6tica eficiente contra a estirpe Staphylococus aureus resistente
4 meticilina (Ilinuma et al., 1996) e existem polidroxi-xantonas que possuem uma
declarada actividade anti-malaria contra a estirpe Plasmodium falcipum, multi-
resistente (Ignatushchenko et al., 1997). As xantonas preniladas, epicatequina,
derivado do floroglucinol (paglucinol) com é4cido oléico e B-sitosterol sdo atribuidas
propriedades cuja acgfio se manifesta no tratamento de hepatites e hemorregias
nasais. O paglucinol apresenta-se com uma cor amarela (Ishiguro et al., 1998).
Bennett e Lee (1989) referem que ja foram isoladas e identificadas diversas xantonas.
No entanto, a identificagio do nimero de xantonas nas plantas do género Hypericum
tem vindo a aumentar. Algumas destas xantonas tém substituintes simples (hidroxil,
metoxil, prenil) enquanto outras apresentam uma estrutura mais complexa, como a
toxiloxantona B, a maculatoxantona e a kielcorina (Seabra, 1987).

Relativamente & presenga dos flavonodides nas espécies de Hypericum € feita a
identificagio do flavonol quercetina e dos seus 3-O-heterdsidos hiperdsido,
quercetrina, isoquercetrina e rutina (Seabra, 1987). Apesar da grande uniformidade
de composigio relativa aos flavonodides, existem excepgdes nas espécies H. hirsutum,
H. rumeliacum e H. ericoides (Seabra, 1987). Os flavonoides possuem acgéo anti-
viral (Lin et al., 1999).

No que se refere ao 6leo essencial, a sua quantidade é sempre reduzida, geralmente
0,1% do peso fresco da planta. A variagdo da quantidade de 6leo essencial esta
relacionada com diversos factores como, por exemplo, ecolégicos e geograficos
(Mathis e Ourisson, 1964 a, b e ¢). O 6leo essencial de Hypericum contém como
componentes principais o 2-metiloctano, n-undecano, a e B-pinenos, n-nonano,
limoneno, 2-metildecano, mirceno, cariofileno, a-terpineol, geraniol, aldeido

caprilico e aldeido céprico (Seabra, 1987).

As partes aéreas da planta selvagem de Hypericum androsaemum tem, entre nos,
largo uso. Seabra e Alves (1989) procederam ao estudar dos constituintes mais
polares, soliiveis em metanol e misturas hidrometandlicas, de H. androsaemum. Os
extractos obtidos desta planta revelaram a presenga de diversos compostos,

flavondides e hiperésido. A presenga deste ultimo composto ja tinha sido referida
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nesta espécie por Hargreaves (1966). Também foi detectada a presenca de acido

clorogénico, de mangiferina e de diversos heterosidos da quercetina. A partir dos
extractos desta espécie foi efectuado o isolamento e a caracterizagdo do 3-sulfato de
quercetina e potassio, o mais polar dos derivados da quercetina presente (Seabra e
Alves, 1989). Este composto ¢ uma substéincia sulfatada, com um radical sulfatado
ligado ao carbono 3, ao qual se encontra associado o catido de potassio. O composto
3-sulfato de quercetina e potéssio ja tinha sido descrito anteriormente, em 1976, nas
espécies Amni visnaga e Oenanthe crocata (Harborne e King, 1976). Peters et al.
(1998) relataram, também, no seu trabalho que as culturas de células em suspensdo
de H androsaemum acumulam varias xantonas ndo identificadas. No trabalho de
Dias et al. (2000) é referido que as propriedades farmacologicas, de Hypericum
androsaemum, tém sido atribuidas aos compostos fendlicos também produzidos em
culturas in vitro. Estes autores verificaram que o tecido caloso e as células em
suspensio de Hypericum androsaemum acumulavam niveis elevados de 1,3,5,6 ¢
1,3,6,7 de xantonas oxigenadas. Os compostos mais importantes incluem xantonas
simples oxigenadas ou derivados que possuem grupos prenil, pirano, ou metoxil.
Dias et al. (2000) isolaram 12 xantonas, nos extractos metandlicos, a partir de
biomassa obtida in vitro, de Hypericum androsaemum. Destas xantonas, 11 foram
completamente identificadas. Na biomassa produzida in vitro nio foi detectada a
xantona mangiferina, produzida em grande quantidade e outras nio identificadas
produzidas em pequenas quantidades, pelas partes acreas das plantas selvagens de H.
androsaemum (Dias et al., 2000). Também foi isolada, nesta espécie, uma diidroxi-
xantona. Em culturas in vitro da espécie Hypericum androsaemum foram também
identificadas xantonas com actividade farmacolégica que possuem o grupo 6-hidroxi
(Schmidt et al., 2000b). Destas ha a salientar a presenga de rubraxantona (Iinuma et
al., 1996) e de algumas polidroxi-xantonas (Ignatushchenko et al., 1997).

A biossintese de xantonas foi estudada por Schmidt e Beerhues (1997) nas culturas
de células de H. androsaemum. A informacdo de como as xantonas se acumulam nos
sistemas in vitro é ainda escassa, mas sabe-se que acumula¢do de xantonas €
influenciada, em grande parte, pelos factores do meio de cultura, nomeadamente a
suplementagfo hormonal (Dias et al., 2000). A produgdo mais elevada de xantonas
verifica-se quando o tecido caloso cresce num meio suplementado com NAA (4,5
uM) e KIN (2,3 pM) enquanto a acumulagéo de xantonas ¢ mais baixa nas células
em suspensio, em meio idéntico ao do tecido caloso. No entanto, ha uma diminuigio
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da acumulacio de xantonas no tecido caloso quando se faz a substituigdo de NAA,
no meio de cultura, pela mesma concentragio molar de 2,4-D, na presenga de KIN
(2,3 uM). Também se verifica uma redugdo na produgdo de xantonas quando se usa
BA em substitugdo de KIN, independentemente da auxina suplementada. Este efeito
¢ atenuado quando ambas as hormonas estdo presentes (Dias et al., 2000). A
manipulagio das condigdes de cultura, particularmente na composi¢do dos
reguladores de crescimento, ¢ uma ferramenta valiosa nos niveis dos metabolitos
bioactivos (Figura 6) (Dias et al., 2000). Schmidt et al. (2000a) realizaram culturas
de células de H. androsaemum e verificaram que os produtos secundarios
acumulados eram xantonas e seus derivados. Culturas de células de Hypericum
androsaemum, em meio B5 modificado, na obscuridade, contém uma variedade de
xantonas aglicosidicas, com grupos prenil, e xantonas glicosidicas. A acumula¢do
das xantonas acompanha o crescimento das células e € reprimida pela luz e

fortemente influenciada pelo meio de cultura usado.

Acumulagfio 14000 524
de xantonas -1 i ol ’
(hg/g DW) 12000 o717

~L

100004 1.08°

Células Tecido caloso

Figura 6 — Acumulagéo de xantonas no tecido caloso (Adaptado de Dias et al., 2000).

Ahmed et al. (2001) verificaram em culturas de células, quer de Hypericum
androsaemum, quer de Centaurium erythraea (GENTIANACEAE), que os
precursores da Dbiossintese das xantonas sdo os acidos benzoicos. Em H.
androsaemum, o tratamento do meio de cultura com metil jasmonato, leva a um
aumento apreciavel na actividade da fenilalalnina amonia-liase, formando-se assim, o
4cido benzdico proveniente do acido cindmico. Os 4cidos benzoicos apresentam

fungdes importantes nas plantas e sdo os precursores de alguns produtos naturais tal
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como a cocaina que contém um residuo benzdico e o 4cido gélico, componente das
galotaninos e elagitaninos (Dewick, 1997). O é4cido 4-hidroxibenzoico € o precursor
das ubiquinonas.

Biogeneticamente, sabe-se que os é4cidos benzéicos sdo considerados aldeidos
aromaticos e alcoois. A vanilina, por exemplo, é 0 composto aromatizante principal
da baunilha e o glucosideo saligenina ocorre na casca de salgueiro e € conhecido
pelos seus efeitos analgésicos e antipiréticos (Dewick, 1997). Os écidos benzoicos
estio também envolvidos na biossintese de benzofenonas e xantonas. Estas classes
de produtos naturais incluem numerosos compostos bioactivos. Um grupo de
benzofenonas, polipreniladas denominadas gutiferonas exibem actividades anti-
microbianas e anti-HIV (Hussain ct al.. 1982; Fuller et al.. 1999). Algumas xantonas
preniladas possuem forte actividade anti-bacteriana contra o Staphylococcus aureus
resistente 2 meticilina e inibem as enzimas DNA topoisomerases I ¢ II (linuma et al.,
1996; Tosa et al., 1997).

A espécie H. perforatum ¢é utilizada sobretudo pelas suas actividades
antidepressivas e antivirais, devido a presenga de compostos de hipericina e
pseudohipericina, diantrona (Butterweck et al., 1998; Vlietinck et al., 1998.
Nahrstedt et al., 1997), floroglucinol (Nahrsted et al., 1997; Chatterjee et al., 1998) e
flavondides (Lin et al., 1999; Butterweck et al., 2000). A acgdo antidepressiva podera
também ser devida a amentoflavona que aparece no H. perforatum (Umek et al,
1999).

O trabalho de Axarlis et al. (1998) relata que o Hypericum perforatum L., devido
aos seus constituintes hipericina ¢ pseudo-hipericina, possui uma actividade antiviral
(Takahashi et al., 1989; Serkedjieva et al., 1990; Tang et al., 1990; Andersen et al.,
1991) e também uma acgdo consideravel contra o citomegalovirus humano (HCMV)
e HIV (Meruelo et al., 1988; Sandstrom, 1989; Thiers, 1989; Schinazi et al., 1990;
Hudson et al., 1991; Hudson, 1992; Barnard et al., 1992). O HCMV pertence aos
herpes viréticos e é a causa frequente de infecgdo em pessoas que adquiriram o
sindroma de imunodeficiéncia (SIDA) e em outras pessoas com cancro,
imunosensiveis, tais como recebedores de orgdos transplantados, e criangas com
infecgdes congénitas (Alford e Britt, 1990). Os pacientes portadores do HCMV
apresentam algumas doengas causadas por este virus tais como retinites, encefalites,
doengas gastrointestinais e pneumonia. A ac¢dio anti-viral da hipericina e da pseudo-

hipericina, foi estudada em DNA e RNA de virus (Lavie et al., 1989, 1995; Tang et
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al., 1990; Lenard et al., 1993; Yip et al., 1996) e foram feitos estudos clinicos em
pacientes infectados com HIV (Bone, 1994). A acg¢fio antiviral aumenta na presenga
da luz ultravioleta (Hudson et al., 1991). As quinonas policiclicas foram isoladas no
Hypericum perforatum, a espécie mais conhecida, vulgarmente empregue como um
antidepressivo (Sommer e Harrer, 1994; Vorbach et al.,, 1994). Os compostos mais
comuns, isolados nas plantas de Hypericum perforatum, sdo as xantonas (Bennett e
Lee, 1989), os flavondides (Rocha et al., 1995), o floroglucinol e derivados do acido
filicinico (Jayasuriya et al., 1991; Rocha et al, 1995) e, com menos frequéncia,
benzopirinas (Décosterd et al., 1986; Ishiguro et al., 1990). Pathak et al. (1991)
referem que substincias tais como os flavonodides tém mostrado actividade antiviral.
A analise quimica mostrou que o Hypericum perforatum contém taninos,
flavonodides, cumarinas, Oleos essenciais, antroguinonas, hipericina e pseudo-
hipericina. Estas duas ultimas substincias acrescentam, a planta, propriedades
fotosensibilizadoras (Duke, 1992; Southwell ¢ Bourke, 2001). Animais de pele clara,
ndo pigmentada, depois de terem comido a planta desenvolvem um fenémeno toxico,
hipericismo, que pode levar a morte depois da exposi¢éo a luz solar (Seabra, 1987,
Southwell ¢ Bourke, 2001). Estas reac¢des foram testadas em ratos (Paris € Moyse,
1981). No trabalho de Poutaraud et al. (2000) séo referidos mais trés compostos
secundarios, protohipericina, protopseudohipericina e ciclopseudohipericina que se
localizam nas glandulas negras, existentes principalmente nos gomos e flores do
Hypericum perforatum. Butterweck et al. (2000) referem que a fracgdo de
flavonoides, do extracto de Hypericum perforatum, mostra uma actividade notavel
no teste forcado de natacdo (FST). Esta fracgdio € composta por hiperdsido,
isoquercetina, miquelianina, quercetrina, quercetina aglicosidica. Destes, com
excepcio da quercetrina, todos os compostos sdo activos. A planta em bruto contém
uma larga variedade de compostos tais como fenilpropanos, derivados de flavonol,
biflavonas, proantocianidinas, xantonas, floroglucinois, alguns aminoécidos,
naftodiantronas (hipericina e pseudohipericina) e 6leos essenciais (Butterwek et al.,
2000).

Plantas intactas de Hypericum erectum Thunb. t€m sido tradicionalmente usadas,
no Japdo (Okuda et al., 1987) ¢ na China (Akamatsu, 1966), como hemostatico ¢
adstringente no tratamento de feridas e de hematomas sendo os taninos, metabolitos
secundarios que se complexam fortemente com hidratos de carbono e proteinas, os

constituintes activos efectivos. Nas culturas de tecido caloso e de rebentos de H.
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erectum hé a produgdo de taninos condensados e de compostos relacionados com
eles, como por exemplo, a epicatequina em conjunto com duas flavonas glucosidicas,
hipericina e quercetrina (Yasaki e Okuda, 1990).

No Hypericum maculatum a anlise quimica dos seus constituintes secundarios
revelou a presenca de hipericina, flavonoides, prociadininas ¢ taninos. Estes
compostos foram obtidos a partir de culturas celulares e a sua quantidade relativa
variou de subcultura para subcultura (Kartnig e Brantner, 1990).

Na espécie Hypericum brasiliense foram isolados polifenois, incluindo xantonas e
outros constituintes com diversas actividades biologicas, como por exemplo,
derivados de floroglucinol e 4cido filicinico e flavonodides (Rocha et al., 1994).
Dentro dos flavondides sdo mencionados: o campeferol, luteina, quercetina,
quercetrina, isoquercetrina, hiperésido (Rocha et al., 1995). Estes autores referem
que os derivados floroglucinol e acido filicinico mostram a cor amarela aparecendo
em manchas avermelhadas nos cromatogramas.

A espécie Hypericum japonicum, é uma planta medicinal usada pelos chineses e a
sua acgdo é devida aos derivados de floroglucinol (Ishiguro et al., 1990).

A espécie Hypericum ericoides, planta medicinal, tem como compostos activos

xantonolinhdides, kielcorina e quercetina e flavon6ides, sendo a C-metilflavona a
primeira a ser encontrada na familia GUTTIFERAE (Cardona e Seoan, 1982).
O trabalho de Ishiguro et al. (1998) faz referéncia ao Hypericum patulum a partir do
qual se procedeu ao isolamento e determinagdio estrutural de alguns compostos.
Destes hd a salientar 13 xantonas prelinadas, epicatequina, paglucinol com acido
oleandlico e B-sitosterol (Ishiguro et al., 1998).

Em Hypericum annulatum a sua ac¢do medicinal deve-se a presenga de varios
flavondis, biapigenina, catequinas, duas hipericinas, quatro xantonas e duas novas
benzofenonas (Kitanov e Nedialkov, 2001).

No trabalho de Ferraz et al. (2001), relativo ao Hypericum plyanthemum, foram
isolados trés novos benzopiranos que derivam do floroglucinol e estfio relacionados
com a hiperforina. A contribui¢do dos benzopiranos para a actividade farmacologica
ou toxicidade dos extractos de Hypericum sdo ainda desconhecidos (Ferraz et al.,
2001).

No trabalho de Umek et al. (1999) foram estudadas seis espécies de Hypericum. E
referido que existe uma correlagdo entre a quantidade de um dado composto activo e

a altitude em que a planta cresce naturalmente. Essa correlagdo pode ser positiva ou
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negativa. Por exemplo, o conteido em hipericinas e flavovondides varia
significativamente de local para local, dentro da mesma espécie (Umek et al., 1999).
Existem variagdes, relativamente as quantidades dos metabolitos secundarios, nas
culturas de células e nas plantas provenientes do mesmo clone € que crescem em
situagdes semelhantes (Umek et al., 1999). Denke et al. (1999) referem que a
qualidade das plantas medicinais é muitas vezes influenciada pelo meio ambiente,
clima e localizagio. E necessario cultivar as plantas sob condigdes de controlo, de
modo a obter homogeneidade nos seus constituintes activos. Existe influéncia dos
diferentes métodos de cultivo durante o periodo vegetativo das plantas levando a que
existam diferencas significativas (Denke et al. (1999). Murch et al. (2000b) referem
que recentemente no Consumer Safety Symposium on Dietary Supplements and
Herbs, 1998, houve a informagfio de que a concentragdo do composto hipericina
mostrava um grau elevado de variabilidade na qualidade das preparagdes comerciais
da erva de Sdo Jodo (St. Johns Wort). Em espécies do género Hypericum foi
observada a adulteracio das plantas crescidas no campo por insectos, fungos,
bactérias e outros agentes (St. Johm's Wort Monograph, 1997; Hobbs, 1998) (Murch
et al., 2000b). A quantidade relativa dos produtos secundarios € determinada néo s6
pelos factores genéticos como também pelos factores ambientais (Umek et al, 1999).
Poutaraud et al. (2000) referem a influéncia da luz na fototransformacdo dos
protopigmentos em pigmentos (hipericina e pseudohipericina). As partes aéreas das
plantas do género Hypericum, nomeadamente os rebentos e as flores, sdo as que
acumulam a percentagem mais elevada dos produtos secunddrios (Poutaraud et al,
2000). Existe também uma variagio sazonal relativamente ao conteido hipericina

(Southwell e Bourke, 2001).

4. PROPAGACAO IN VITRO DE HYPERICUM SP

Ainda ha poucas dezenas de anos se utilizavam, quase exclusivamente, as plantas
medicinais da flora espontinea, das quais se dizia possuirem grande valor terapéutico
(Costa, 1994). Dado que, actualmente, o volume de vendas de espécies usadas em
fitoterapia tem tido tendéncia a aumentar, quer em Portugal, quer nos paises da
Europa ocidental, certas industrias passaram a criar exigéncias que nio eram

satisfeitas pelas plantas espontdneas, ou seja, no estado selvagem. Entdo, surge a
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necessidade de se ter passado a realizagdo da cultura in vitro para a propagagéo
destas plantas. Este método de propagacio tem sido utilizado como um auxiliar de
conservacdo das plantas ex situ € como complemento a reprodugdo vegetativa feita in
situ. Nas culturas de células in vitro obtém-se uma propagagdo rapida e em larga
escala de plantas o que ¢ util (Costa, 1994).

No que se refere a flora portuguesa, a biodiversidade vegetal tem sido,
progressivamente, ameagada devido a actividade humana, responsavel por impactos
ambientais por vezes irreversiveis. Os factores de presséo humana tal como a caga, o
melhoramento de acessos, o turismo, a imobiliaria, os fogos e a pastoricia tendem a
empobrecer a vegetagdo primitiva de muitas regides, subalternizando a conservagao
da natureza (Gama, 2001). Todos estes factores referidos assim como as colheitas
sazonais incontrolaveis, o clima, as restricdes geograficas das plantas silvestres e a
desflorestagiio tém destruido os habitats naturais destas plantas colocando-as, assim,
em perigo. A colheita exagerada de certas plantas espontaneas pode levar ao seu
desaparecimento, o que levou ao aparecimento de legislagdo relativa a colheita das
espécies em vias de extingdo (Costa, 1994). Para tentar evitar o perigo de extingdo
sio, entfio, necessarias medidas locais de protecgdo e estratégias de conserva¢do no
laboratdrio que passam pela propagacao in vitro.

O estabelecimento de cultura in vitro determina primeiro o estudo dos problemas
ecolgicos relativos a cada taxon, depois a selecgdo das variedades bem adaptadas ao
meio e ricas em principios activos. O método da cultura in vitro tem sido aplicado, na
Gltima década, as espécies nativas com interesse medicinal, oferecendo a vantagem
de produzir um tipo uniforme de firmaco nos seus caracteres externos ¢ na sua
composigio quimica (Costa, 1994). A cultura de tecidos in vitro tem sido usada, com
frequéncia, no aumento da taxa de propagagdo de plantas medicinais com interessse,
quer a nivel agricola, quer a nivel horticola. Segundo o projecto de investigagdo
“Plantamedi-Tecnologias para a valorizagdo das plantas Medicinais”, estas plantas
podem ser uma boa alternativa para a produgéo agricola, principalmente no norte do
nosso pais.

A propagagio in vitro de Hypericum sp difere no método utilizado de acordo com a
espécie em questdo. Na literatura da especialidade os métodos de micropropagagéo
descritos dizem respeito a algumas espécies de Hypericum. Assim, os trabalhos
relativos as espécies H. canariense (Mederos, 1991), H. linarifolium (Santos et al.,

1993), H. brasiliense (Cardoso e Oliveira, 1996), H. foliosum (Moura, 1998) e H.
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perforatum (Roest e Bockelmann, 1973; Cellarova et al., 1992ab; Pretto e
Santarém, 2000; Murch et al., 2000a) referem a propagagio in vifro por processos de
organogénese, directa e indirecta. Os explantes utilizados, durante a regeneragdo
destas espécies, foram diferentes de espécie para espécie, bem como a composi¢io

| do meio de cultura e dos reguladores de crescimento adicionados.

\ Mederos (1991) iniciou a cultura in vitro da espécie Hypericum canariense a partir

} de gomos apicais e axilares, provenientes de plantas adultas, em meio Almacigo
(Mederos e Rodriguez, 1990). No entanto, este autor considerou que o meio base
melhor para a propagagdo desta espécie € a solugio de macronutrientes MS
(Murashige ¢ Skoog, 1962.), adicionada de BA e de NAA. Os rebentos obtidos em
meio MS foram enraizados no mesmo meio base, mas a meia forga, adicionado com
os reguladores de crescimento IBA ou NAA e os restantes aditivos do meio
Almacigo. Segundo Mederos (1991), para tornar possivel o desenvolvimento dos
rebentos, foi necessario impedir o acastanhamento dos explantes e do meio durante a
fase iniciagdo de cultura, devido aos compostos exsudados. Para isso foram
adicionados ao meio de cultura os anti-oxidantes rosmanol e acido carnésico, o que
melhorou a micropropagagio de H. canariense (Mederos, 1991).

Para a espécie Hypericum linarifolium Vahl, Santos e colaboradores (1993)
estabeleceram a regeneragdo das plantas desta espécie, através de organogénese
directa e indirecta, a partir de pequenos fragmentos de folhas e de caules. Estes
explantes foram cultivados em meio com macronutrientes e micronutrientes de
Murashige e Skoog (1962) (MS), suplementedo com 2,4-D (1 mg/L) e KIN (1 mg/L
ou 2 mg/L). Este meio ndo levou ao aparecimento de organogénese mas sim de
tecido caloso. No entanto, quando se transferiu este tecido caloso para meio MS e
vitaminas do meio B5 (Gamborg et al., 1976) (MS/BS), suplementado com NAA
(0,1 mg/L) e BA (1,0 mg/L), observou-se o aparecimento de numerosos rebentos
caulinares, ou seja, houve organogénese indirecta. Se os explantes fossem colocados
logo neste meio MS/B5, com NAA e BA, registava-se um desenvolvimento directo
de rebentos caulinares, isto é, organogénese directa. Se a BA fosse substituida por
KIN verificava-se um efeito inibidor desta citocinina no processo de resposta
organogénica. A indugdio de raizes foi bem sucedida no mesmo meio base, sem
sacarose e sem reguladores de crescimento. As plantulas foram, de seguida,
transferidas para meio liquido com composigdo idéntica & do meio de enraizamento.

Permaneceram neste meio até se observar o desenvolvimento de um sistema
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radicular bem desenvolvido, de modo a possibilitar a sobrevivéncia das plantulas
aquando da sua transferéncia para o solo (Santos e colaboradores, 1993).

Na espécie Hypericum brasiliense, Cardoso e Oliveira (1996) estabeleceram um
método de propagagio desenvolvido a partir da multiplicagdo de gomos nodais. Os
explantes utilizados foram segmentos de caule, com nodulos individualizados e com
folhas. Os nodulos dos explantes foram obtidos em diversas posigdes com excepgao
do n6dulo apical. Os explantes foram inoculados em meio com sais € vitaminas MS,
sem reguladores de crescimento e observou-se o aparecimento de rebentos. A
multiplicagdo e o enraizamento dos rebentos verificou-se no mesmo meio base sem
reguladores de crescimento (Cardoso e Oliveira, 1996).

Para a espécie Hypericum foliosum, Moura (1998) estabeleceu a micropropagacéo
a partir de segmentos de caule com nédulos individualizados, sem folhas e sem a
parte apical. Os explantes foram obtidos de plantulas crescidas in vitro ou de plantas
estabelecidas no campo. Os meios de cultura testados para esta espécie foram os
seguintes: Murashige e Skoog (MS) (1962), Roest e Bockelmann (RB) (1973), Lloyd
e McCown (LM) (1980), Corte e Mendonga (CM) (1985) e Cellarova et al. (1992a).
Embora anteriormente os meios Lloyd ¢ McCown (1980) e Corte e Mendonga (1985)
ndo tenham sido usados na propagagdo do género especifico Hypericum, foram
incluidos na micropropagagdo do H. foliosum, porque sao conhecidos os bons
resultados obtidos com outras plantas lenhosas (Corte e Mendonga, 1985; George et
al., 1987; Matos, 1992). Os reguladores de crescimento utilizados na fase de
iniciacdo dos rebentos e no enraizamento foram: NAA, BA, 2iP e KIN, em diferentes
concentragdes (0,1, 0,5 e 1,0 mg/L) e combinagdes. Na fase de inducdo de raizes
foram usadas duas auxinas, adicionadas ao meio base: NAA (0,1 e 1,0 mg/L) e IBA
(0,5 mg/L).

Para a espécie Hypericum perforatum, investigagdes sobre micropropagagdo foram
apresentadas por Cellarova et al. (1992a,b) e Biitter et al. (1994). Foi possivel obter
varios rebentos adventicios, na espécie H. perforatum, a partir de fragmentos de
folhas, de rebentos e de raizes usando os sais minerais MS, vitaminas de Gamborg
(Gamborg et al., 1968) e os aminoicidos de Skoog (Moura, 1998). O meio foi
suplementado com BA (0, 5 ou 0, 91 mg/l). Os rebentos foram indivualizados e
enraizados no mesmo meio sem reguladores de crescimento (Cardoso e Oliveira,
1996; Moura, 1998). Pretto e Santarém (2000) utilizaram como explante inicial
folhas de H. perforatum e obtiveram organogénese indirecta. A iniciagdo do tecido
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caloso ocorreu no meio de cultura com sais minerais e vitaminas MS (Murashige e
Skoog, 1962), adicionado dos seguintes reguladores de crescimento: 2,4-D (0,1 ou
1,0 mg/L), associada com BA (0,1 ou 1,0 mg/L)) ou KIN (0,1 ou 1,0 mg/L). Em todos
os meios foi induzida a formagdio de tecido caloso, quer na obscuridade, quer na
presenga de luz. A regeneragio de um maior numero de rebentos caulinares foi
conseguida apés transferéncia de tecido caloso induzido na presenca de 2,4-D (0,1
mg/L) e KIN (1,0 mg/L) para meio apenas suplementado com BA (1,0 mg/L). O
enraizamento das estruturas caulinares foi conseguido em meio MS, total ou a meia
forca, sem ou com IBA (4,9 pM). Os melhores resultados foram os obtidos no meio
MS, a meia forga, na presenga de IBA (Pretto e Santarém, 2000). Murch et al.
(2000a) utilizaram o TDZ para testar a indugdo de rebentos de novo no método de
regeneragdo in vitro de H. perforatum. Para tal, excisaram sec¢des estioladas de
hipocétilos de plantulas obtidas pela germinagio de sementes desinfectadas. Os
explantes de hipocétilo foram cultivados em meio de cultura, referido como meio
MSO, que contém sais minerais MS (Murashige e Skoog, 1962) e vitaminas BS5
(Gamborg et al, 1968). Foram, também, suplementados ao meio MSO os
reguladores de crescimento TDZ, BAP, NAA, 1AA e 2,4-D, em varias concentragfes
(0, 5, 10, 15 e 20 pmol L™"). Os melhores resultados de organogénese directa, no
entanto, foram obtidos em meio base suplementado com TDZ (5 pmolL). Na
inducéio de raizes, os rebentos obtidos foram individualizados e posteriormente foram
subcultivados em meio semi-s6lido MSO, ou em meio liquido MSO, a meia forga e
sem reguladores de crescimento. As plantulas regeneradas foram transplantadas para
o solo e foram aclimatizadas directamente numa estufa (Murch et al., 2000a).

De um modo geral podemos dizer que, na maioria dos trabalhos das espécies do
género Hypericum, as culturas in vitro foram realizadas com o objectivo principal de
obter a produgio de tecido caloso ou o estabelecimento de suspensdes celulares e,
posteriormente, produtos secundérios com principios activos ¢ ndo com o objectivo
de micropropagacio destas espécies. Para estas espécies do género Hypericum foram
efectuadas culturas in vitro a partir de varios explantes (Zdunek et al, 1992,
Kirakosyan et al., 2000 e Dias et al., 2000). Para algumas espécies, também foram ja
definidas as condi¢des Gptimas relativas & composigdo do meio de cultura ¢ estudo
das vias de biossintese de metabolitos secundarios (Dias et al., 2000). Também para

algumas espécies do género Hypericum foi possivel estabelecer a composigéo
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adequada do meio de cultura para obtengéo de tecido caloso, em larga escala, de
modo a aumentar a quantidade de produtos sintetizados.

Relativamente a espécie deste trabalho, Hypericum androsaemum L, Dias et al.
(2000) utilizaram como explantes segmentos de caule. As culturas in vifro, para
iniciagdo e manuten¢do de tecido caloso, foram efectuadas em meio sélido MS
(Murashige e Skoog, 1962), contendo sacarose (20 g L™, suplementado com os
reguladores de crescimento 1AA (4,5 uM) e KIN (2,3 uM). No tecido caloso foram
identificadas xantonas, compostos fenélicos sintetizados no metabolismo secundario.
Estes compostos conforme ja foi referido sdo os responsaveis pelas propriedades
farmacologicas desta planta medicinal.

No entanto foram realizadas culturas in vitro em espécies deste género (Hypericum
canariense, Hypericum linarifolium, Hypericum brasiliense, Hypericum foliosum e
Hypericum perforatum) com o objectivo principal de micropropagagio.

De realgar que, relativamente a espécie objecto do nosso estudo Hypericum

androsaemum, nido estdo estabelecidas, tanto quanto ¢ do nosso conhecimento, as

condicBes para a sua propagagdo in vitro.

5. OBJECTIVOS

Para o nosso trabalho utilizou-se como objecto de estudo a espécie Hypericum
androsaemum L., planta de relativa importancia na aplicagdo terapéutica. Tal como
referido anteriormente, foi possivel extrair desta espécie compostos secundarios com
propriedades farmacologicas. O conhecimento da natureza quimica destes compostos
e dos seus principios activos foi possivel através de culturas in vifro em que sc
obteve tecido caloso e células em suspensdo. No entanto, ndo ha estudos relativos a
qualquer via de micropropagagdo desta espécie. Ha referéncias relativas as culturas
in vitro de micropropagagéo de Hypericum sp por organogénese directa ou indirecta,
mas ndo ha qualquer referéncia a micropropagagdo por embriogénese somatica. A
investigagio e desenvolvimento de procedimentos de propagagdo in vitro sio
importantes na conservagio de plantas medicinais como € o caso de H. androsaemum
L. Assim, tornou-se necessario estudar, como objectivo principal, algumas vias de

micropropagacio que possibilitassem obter de um modo rapido e em larga escala
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plantas desta espécie. Pretendeu-se ainda conhecer a adequacio de meios de cultura
para H. androsaemum L. e definir-se outros meios que proporcionassem melhores
resultados. Estes dois objectivos tiveram como base estudos anteriores que
permitiram definir as condigdes e meio de cultura proprios para a micropropagagao

de outras espécies do mesmo género Hypericum.
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II. MATERIAL E METODOS

Todas as condigdes necessarias a realizagdo do trabalho experimental, para a
propagagdo in vitro da espécie em estudo Hypericum androsaemum L., foram
disponibilizadas pela Unidade de Stress em Plantas do Instituto de Biologia
Molecular e Celular ( IBMC).

1. Material vegetal

O material vegetal foi obtido a partir de plantas resultantes da germinago de
sementes de plantas adultas selvagens de f1. androsaemum. A recolha das sementes
foi feita no campo, em Setembro de 1999, na area do Parque Nacional da Peneda
Géres (PNPG), situado no Noroeste de Portugal e foi da responsabilidade dos
servicos do Parque que, gentilmente, as enviou para o IBMC.

Para a obtencdo de explantes, em condigdes assépticas, seguiram-se duas
metodologias diferentes, como adiante se especificara.

De um modo resumido podemos dizer que:

- a germinagio ndo foi precedida de qualquer desinfec¢do tendo-se, assim,
obtido plantas ex vitro, das quais se faria mais tarde a selecgdo dos
explantes de folhas e caules;

- a germinagdo foi precedida de uma desinfecgfio das sementes € as plantas
que foram obtidas in vitro serviram, também, para selecionar explantes de

folhas e caules.

ﬁﬁo desinfectadas == germinagio ——> Plantas ex vitro %
Sementes % Explantes

Desinfectadas —— germina(;ﬁo'::> Plantas in vitro
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2. Procedimento experimental para a propagacio in vitro da espécie

H. androsaemum L.

O método seguido no procedimento experimental para a cultura in vitro da espécie
em estudo teve como base trabalhos anteriormente realizados e publicados para as
espécies: Hypericum canariense, Hypericum linarifolium, Hypericum brasiliense,

Hypericum foliosum e Hypericum perforatum.

2.1. Selecciio de explantes
2.1.1. Obtencdo e desinfec¢io de explantes a partir de sementes germinadas ex

vitro

As sementes provenientes de plantas selvagens foram colocadas a germinar, em
estufa, numa mistura de terra e himus.
A partir de plantas jovens obtidas pela germinacio de sementes seleccionaram-se
explantes de caule e folha, de zonas mais jovens, ou seja, mais proximas do apice.
O método utilizado na desinfecgdo da superficie do material vegetal foi o
mencionado a seguir:
- imersdo dos explantes, em etanol a 70% (v/v), durante 5 minutos com
agitacdo;
- imersdo, em hipoclorito de sodio a 20% (v/v), adicionado de 2 gotas de
TritonX-100, durante aproximadamente 20 minutos e, igualmente, com

agitagéo.

As etapas que se seguiram foram todas realizadas no interior da cAmara de fluxo
laminar e constaram de:
- retirar o hipoclorito de s6dio dos frascos onde se tinham colocado os
fragmentos de folha e caule, tendo o cuidado de tirar o excesso com uma
pipeta de Pasteur;

- realizar lavagens em agua destilada e desionizada, esterilizada, 4-5 vezes.
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2.1.2. Obtencio de explantes a partir de sementes desinfectadas e germinadas in

vitro

As sementes provenientes do PNPG foram também utililizadas para a obtengdo de
plantas in vitro. Estas plantas foram usadas, mais tarde, como fonte de explantes.

Para que se pudessem obter plantas livres de microrganismos, procedeu-se
primeiro a desinfec¢do das sementes pela metodologia ja referida anteriormente para
a desinfecgdo de explantes.

Apbs a desinfecgdo das sementes, estas foram colocadas em meio de germinagdo.
O meio de cultura usado teve como composi¢do macronutrientes € micronutrientes
do meio Murashige e Skoog (1962), abreviadamente designado por meio base MS.
Este meio de cultura foi usado a meia for¢a, suplementado com 1% de sacarose e
com o regulador de crescimento, o acido giberélico (GA) a 1 mg/L. Este acido
possibilitou a quebra da dorméncia das sementes. O pH do meio foi ajustado a 5,7-
5,8, com uma solugdo de KOH IM. O meio foi solidificado com 0,6 % de agar e
distribuido por frascos de cultura e autoclavado a 121°C, durante 22 minutos.

Seguidamente, os frascos foram levados para a cdmara de fluxo laminar tendo-se
procedido, entfio, a inoculagdo das sementes desinfectadas.

Os frascos, ja com as sementes, foram transferidos e colocados na camara de
crescimento nas condi¢es de 25°C , um fotoperiodo de 16 horas e um fluxo fotonico

-1

de 20 pmol m? s, onde foram mantidos até as plantulas se desenvolverem e

atingirem tamanho suficiente para se excisarem os explantes.
2.2. Iniciacido e manutencio das culturas
2.2.1. Excisdo e isolamento dos explantes
Para a inicia¢io das culturas foram utilizados explantes de folha e caule,
inoculados em meio base de cultura MS/B5.

No primeiro caso, o limbo da folha, ap6s a remogdo da margem, foi seccionado em

fragmentos com aproximadamente 1-1,5 cm’.
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No segundo caso, foram utilizados também como explantes segmentos de caule,
das regides internodais, com aproximadamente 1-1,5 cm de comprimento.

Os primeiros ensaios efectuados mostraram que, poucos dias apos o inicio das
culturas, os tecidos do explante apresentavam um tom acastanhado e sinais de
necrose. Esta cor era devida a difusdo de compostos fendlicos para o meio de cultura.
Estes compostos que foram exsudados para o meio pelas células do explante, em
quantidade elevada, fizeram com que os proprios explantes e o meio de cultura se
tornassem escuros.

Para ultrapassar este problema procedeu-se, antes da inoculagio, ao tratamento dos
explantes com uma solu¢do de anti-oxidantes constituida por cisteina, acido

ascorbico e PVP (Polivinilpirrolidona) (Tabela I).

Tabela I — Constituicio da solugio de antioxidantes

Constituinte quimico Quantidade
Cisteina 0,492 ¢/L
Acido ascorbico 0,488 g/L
PVP 0,500 g/L.

Os explantes em imersfo na solugio anti-oxidante foram colocados num agitador
durante um periodo de tempo de 3 horas. De seguida retirou-se a solu¢do anti-
oxidante e os explantes foram cultivados em meio de cultura estéril. Nos explantes,
obtidos a patir de folhas, houve o cuidado de manter a parte abaxial da folha em
contacto com o meio. Em ambos os explantes, de folha e caule, quando se colocaram
no meio de cultura foi exercida uma ligeira pressdo para melhorar o contacto com o
meio.

Posteriormente, este pré-tratamento dos explantes foi substituido pela incorporagéo
no proprio meio de cultura de um anti-oxidante, o acido ascorbico na concentragio

de 5,0 mg/L.

49



B Propagagio in vitro da planta medicinal Hypericum androsaemum Material e métodos

2.2.2. Composi¢io dos meios de cultura

Para dar inicio as culturas in vitro foi seleccionado, como meio base, o meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), relativamente aos macro e micronutrientes e o meio B5
de Gamborg (1968), relativamente as vitaminas, passando a designar o meio de
cultura, por meio MS/B5 (Tabela II). Este meio base foi suplementado com sacarose

a 3%.

Tabela II — Composi¢io basica do meio nutritivo

1.Meio de Murashige e Skoog, 1962 (meio MS), modificado

Macronutrientes (mg/dm”)
NH4NO; 1650,000
KNO; 1900,000
CaCl, 332,000
MgSO,.7TH,0 370,000
KH,PO, 170,000
Micronutrientes (mg/dm3)
H;BO; 6,200
MnS0,.7H,O 22,300
ZnS0,.7TH,0 8,600
Na,Mo00,.2H,0 0,250
CuS0,.5H,0 0,025
Fe-EDTA 40,000
Co0S0,.7H,0 0,025
KI 0,830

2.Mcio de Gamborg, 1968 (B5)

Hidrato de carbono (mg/dm®)
Mio-inositol 100,000
Vitaminas (mg/dm’)
Acido nicotinico 1,000
Piridoxina-HCL 1,000
Tiamina-HCL 10,000
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Para a iniciagio das culturas, manutengdio e para a regeneragdo de plantulas foram
ensaiados diferentes meios de cultura que diferiram no tipo e na concentragdo dos
reguladores de crescimento.

Inicialmente comegaram por ser testados seis meios de cultura (H1 a H6) (Tabela

II).

Tabela III — Reguladores de crescimento usados inicialmente

Regulador de crescimento (mg/L)
Auxina Citocinina
Meios 2,4-D NAA BA KIN

H1 0,5 1,0

H2 0,1 1,0

H3 |10

H4 (2.0

H5 |10 1,0

He |1.0 1,0

Posteriormente, foram testados outros meios de cultura com os mesmos
reguladores utilizados anteriormente, mas em diferentes concentragdes. A tabela IV

inclui os seis primeiros meios testados bem como os restantes meios testados.
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Tabela IV — Reguladores de crescimento em todas as concentracoes usadas

Regulador de crescimento
Auxina Citocinina
Meio 2,4-D NAA BA KIN

H3 1,0

H4 2,0

H9 3.0

H20 1,0 0,1
H24 0,1 1,0
H21 0,5 1,0
H5 1,0 1,0
H27 2,0 1,0
H23 0,1 1,0

H26 0,5 1,0

H6 1,0 1,0

H25 2,0 1.0

H2 0,1 1,0

H1 0,5 1,0

H7 1,0 1,0

H8 2,0 1,0

H16 0,2 0,5

H15 0,3 0.5

H17 0.5 0,5

H19 0,1 1,0
H22 0.3 1,0
H10 0,5 1,0
H18 1,0 0,5

Depois de efectuada a preparagéo dos meios o pH foi ajustado entre os 5,7-5,8 com
uma solugio de KOH. Os meios foram solidificados com 0,6% (p/v) de agar.

Procedeu-se & distribuigdo dos meios de cultura por tubos de vidro Sigma, com 20
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mL de meio por tubo, tapados com rolhas plasticas proprias. Procedeu-se, ento, a

autoclavagem dos meios a 121°C, para esterilizagdo, durante 22 minutos.

2.3. Método para inicia¢io das culturas

No interior da cAmara de fluxo laminar, procedeu-se a inoculagéo dos explantes,
nos meios de cultura, anteriormente preparados. As culturas foram mantidas a
temperatura de 25° C, fotoperiodo de 16 horas e um fluxo foténico de densidade 20
umol m? s™'. Periodicamente, as culturas foram observadas a lupa e foram registadas
as modificagdes nas culturas e a sua evolugéo.

Os explantes que:

- comegaram a apresentar zonas de contaminagdo ou de necrose foram
rejeitados;
- deram origem a tecido caloso foram posteriormente subcultivados, com

intervalos de 4-5 semanas.

2.4. Condigdes de subcultura de Tecido Caloso

O tecido caloso desenvolvido a partir dos explantes iniciais, encontrava-se ja em
fase de multiplicagdo e foi subcultivado em meio fresco, com composi¢do idéntica a
do meio base de indugdo, para possibilitar a multiplicagdo.

Depois da 2* subcultura, as inoculagdes passaram a ser realizadas em frascos de
vidro, com 40 mL de meio de cultura, tapados com um filme transparente, com um
disco filtro de 0,02 pm (Sigma).

As subculturas tiveram como objectivos:

- manter o tecido caloso, obtido por multiplicagdo, em meio de composigio
idéntica a do meio de indugdo, ou seja, meio base MS/B5 suplementado
com reguladores de crescimento, nas mesmas condigdes iniciais;

- obter regeneragdo de plantulas, por organogénese ou embriogénese. O
tecido caloso foi transferido para o meio base MS/B5 e suplementado
com diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento iniciais e

diferentes tipos de reguladores.
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Estas culturas foram mantidas, na cimara de crescimento, nas mesmas condigdes
iniciais de luz, fotoperiodo de 16 horas, enquanto que outras foram colocadas em
condigdes de obscuridade, para avaliar o efeito de fotoperiodo no processo de
propagacao.

Foram, também, efectuadas culturas em meio liquido utilizando tecido caloso ja
estabilizado e com aspecto friavel, proveniente de culturas anteriores. As culturas em
meio liquido foram mantidas num agitador, a 120 rpm, na cAmara de crescimento nas
condigdes anteriomente referidas. O meio de cultura foi o meio MS/B5, liquido,
suplementado com diferentes reguladores de crescimento ou sem qualquer regulador
de crescimento.

Em alguns dos meios testados, desenvolveu-se tecido caloso onde se distinguiram
formagdes globulares com aspecto morfologico semelhante ao de embrides
somaticos. Na tentativa de conseguir a maturagdo destas estruturas, estas foram
transferidas para o mesmo meio mas suplementado com acido absicico (ABA), ou
para meio idéntico, mas com macro e micronutrientes a meia forga e sacarose a 1%
(10 g/L). Este regulador de crescimento ¢ termolabil pelo que a sua adigdo ao meio
s6 se pode efectuar depois deste se encontrar ja esterilizado, por autoclavagem, e
apés o seu arrefecimento. O ABA foi adicionado ao meio esterilizado, por
microfiltragdo, usando um filtro esterilizado Millipore, com poros de 0,45 pm de

didmetro.

3. Condigdes de cultura para indugio de gomos axilares em segmentos nodais

Os explantes foram excisados de plantas obtidas in vitro por germinacio de
sementes. Na cAmara de fluxo laminar foram, assim, excisados segmentos nodais
com 20 mm de comprimento e com 2 gomos axilares, junto dos quais se cortaram as
folhas ficando apenas uma pequena parte do limbo ligado ao peciolo.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS/B5 suplementado com sacarose a 3% (30 g/1)
e com o regulador de crescimento BA, em diferentes concentragoes (Tabela V). O
pH do meio foi ajustado a 5,7-5,8. O meio foi solidificado com 0,6% de agar ¢

autoclavado a 121°C.
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Tabela V — Diferentes concentragdes do BA

Concentracgdes (mg/L)
BA 1,0 055 0:2 O‘_ll

Os segmentos nodais foram inoculados nos meios atréas referidos, em frascos, com
40 mL de meio, tapados com um filme transparente, com um filtro de 0,02 pm. De
seguida os frascos foram levados para a cimara de crescimento e foram mantidos nas

condigdes ja mencionadas.

3.1. Desenvolvimento dos rebentos axilares e seu enraizamento

O aparecimento de gomos axilares que se desenvolveram originando estruturas
caulinares, nos quatro meios testados com BA (0,1, 0,2, 0,5 e 1,0 mg/L), verificou-se
passadas 2-3 semanas de cultura. A seguir as 4-5 semanas, os rebentos caulinares, ja
com folhas, foram transferidos para meio de enraizamento constituido pelo mesmo
meio base e suplementado com IBA, 0,2 mg/L. Apdés a indugdo das raizes, as
plantulas foram retiradas do meio solido e lavadas em éagua corrente para retirar
restos de agar que ainda pudessem estar agarrados. As plantulas foram colocadas em
“flutuadores” e mantidas em meio liquido MS/B35, suplementado com IBA, a 0,2
mg/L distribuido por frascos de vidro tapados com filme transparente e mantidos na
camara de crescimento, de modo a possibilitar o desenvolvimento de raizes € um
maior crescimento das plantulas. Quando estas apresentavam um desenvolvimento
razoavel, foram retiradas do meio liquido e transferidas para vasos com uma mistura

de terra e himus e com 13 de vidro.

3.2. Aclimatizac¢do

As plantulas formadas e ja com raizes foram, entfo, transferidas para vasos com

terra adicionada de himus e com tiras de 1i de vidro que partem das raizes e

|’
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ultrapassam os furos dos vasos situados na parte inferior destes. Este procedimento
possibilita uma melhor absor¢do da agua. Procedeu-se a colocagdo dos vasos num
tabuleiro que se tapou com plastico transparente, grosso, para diminuir a desidratagdo
por transpiragdo. Os tabuleiros com os vasos foram colocados na cémara de
crescimento, nas condigdes referidas inicialmente e eram, diariamente, mantidos com
4gua para evitar a rega directa da terra dos vasos. O plastico dos tabuleiros foi sendo
levantado progressivamente até acabar por ser retirado totalmente. Quando as plantas
j4 apresentavam um tamanho razoavel foram transferidas para uma estufa até

mostrarem um certo vigor e poderem ser colocadas em condi¢des ex vitro.
De seguida é apresentada uma representagio esquematica (Figura 7) que resume o

procedimento usado em Hypericum androsaemum L., quando foram usados os

explantes de segmentos de caule com nédulos individualizados e sem folhas.
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Figura 7 — Representagio esquematica do procedimento executado em Hypericum
androsaemum L., na indugio e regeneragdo de rebentos caulinares. Explantes:

segmentos de caule com nédulos e sem folhas

Fases de cultura Meio de cultura
Segmentos nodais (explante) MS/B5 + BA
; (0,1,0,2, 0,5, 1,0 mg/L)
Inducio C regeneracio l
de rebentos caulinares MS/B5 + BA
MS/B5 + BA

Alongamento dos rebentos

Faraizamiento MS/B5(meia for¢a) + IBA (0,2 mg/L)

Multip]j(:.at;:z'iov e alongamento

das raizes MS/B5 (liquido), sem reguladores
v de crescimento
Aclimatizacgio

{Camara de crescimento)

Com ch)ertura Substracto terroso

(terra + himus)

Sem cobertura
(camara de crescimento)

Na estufa
(ex vitro)
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III. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Propagacio in vitro de Hypericum androsaemum

O objectivo inicial do trabalho foi a micropropagagdo da planta medicinal
Hypericum androsaemum, quer por organogénese, quer por embriogénese, directa
ou indirecta, como ja foi referido. Assim, numa primeira fase deste trabalho,
procedeu-se a realizagdo de vdrios ensaios e os resultados ndo foram satisfatorios.
Nos trinta e dois meios testados s6 foi possivel a obtengéo de tecido caloso ou de
tecido caloso em quantidade a desprezar, com excep¢io de dois meios. No entanto,
os resultados da organogénese indirecta possiveis de observar em dois dos meios
testados, H2 (0,1 mg/L NAA + 1,0 mg/L. BA) (Figura 8) e H23 (0,1 mg/L 2,4-D +
1,0 mg/L BA) (Figura 9), foram pouco significativos. Os meios de cultura cuja
obtengdo de tecido caloso foi muito baixa foram logo colocados de lado. Dentro da
primeira fase do trabalho foram consideradas duas subdivisdes. Numa subfase
inicial foram testados os primeiros seis meios de cultura (H1 a H6), de acordo com o
referido em material e métodos. Foram utilizados explantes de folha (Figura 10) e de
caule, provenientes de plantas crescidas no campo. Posteriormente, numa segunda
subfase foram utilizados e testados quer os seis primeiros meios, quer os restantes
meios de cultura. Nesta segunda subfase, foram também usados explantes de folha e
de caule (Figura 11), mas agora de plantulas obtidas por germinagio de sementes in
vitro (Figura 12). Os resultados desta primeira fase, que englobam todos os meios
testados, com explantes de plantas crescidas no campo e de plantulas crescidas in
vitro, sfo aqui apresentados e sintetizados em duas tabelas (tabela I1I ¢ IV).

Numa segunda fase deste mesmo trabalho, os resultados referem-se aos ensaios
realizados com o meio base MS/B5, suplementado s6 com uma citocinina. Os
explantes utilizados foram segmentos de caule com nodulos individualizados, sem
folhas, obtidos a partir de plantulas crescidas in vitro. Os resultados apresentaram-se
positivos uma vez que foi possivel observar ndo s6 a regeneragdo de rebentos
caulinares, como também constatar que o periodo de tempo, em que ocorreu a

regeneragdo, foi curto.
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Em Hypericum androsaemum, os resultados obtidos, por germinagéo de sementes
desinfectadas, mostraram que a viabilidade das sementes foi elevada, pelo menos
durante o primeiro ano de utilizag&o.

Os resultados com explantes, de folha e de caule, obtidos a partir de plantas de
Hypericum androsaemum provenientes do campo mostraram algum insucesso. O
método utilizado na desinfecgio dos explantes foi a esterilizagdo superficial e a
contaminacdio observada foi elevada, principalmente por fungos, apresentando
também necroses frequentes. Estes resultados estdo de acordo com os resultados
obtidos em Hypericum foliosum (Moura, 1998). Por outro lado, nos explantes de
plantas do campo de Hypericum androsaemum, que foram mergulhados numa
solugio aquosa de anti-oxidantes, antes da sua inoculagdo in vitro, foi possivel
observar alguma contaminagdo tal como o verificado por Mederos (1991), em
Hypericum canariense. Este autor refere que os pré-tratamentos dos explantes, em
condi¢des anaerobias por imersdo em solugfo de anti-oxidantes, foram prejudiciais
para a cultura in vitro desses mesmos explantes. Em contrapartida, os explantes de
plantulas obtidas de Hypericum androsaemum, por germinagfo de sementes
desinfectadas e que ndo foram sujeitos a pré-tratamentos em solugdo de anti-
oxidantes, mostraram uma contamina¢io nula ou muito reduzida. Os resultados
negativos observados nos explantes cultivados em meio MS/BS5, suplementado com
os reguladores de crescimento e sem a adi¢do ao meio do 4cido ascérbico, usado
como anti-oxidante, foram devidos ao acastanhamento ndo s6 do meio como
também dos explantes, provocado pela libertagdo de compostos fendlicos. No
entanto, os resultados passaram a ser positivos quando foi adicionado a 4cido
ascorbico ao meio de cultura. O acastanhamento anteriormente observado deixou
assim, de ser visivel devido 4 eliminagdo de compostos exsudados que se difundiam
no proprio meio de cultura contribuindo também para o aparecimento de necroses
nos explantes. Mederos (1991) tinha ja referido no seu trabalho que, em Hypericum
canariense e noutras espécies, o acastanhamento do meio de cultura era prejudicial
para o estabelecimento e desenvolvimento do material vegetal.

Em face dos resultados anteriormente obtidos, optamos entdo, por utilizar apenas
explantes de plantulas desenvolvidas in vitro (figura 11) e as culturas dos explantes
bem como as do tecido caloso passaram a ser efectuadas sempre em meio

suplementado com éacido ascorbico. Os resultados, daqui em diante, passaram a ser
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mecanismo de oxidagdo que passaram a valores baixos ou praticamente nulos.

Foram assim atingidos os objectivos de melhorar as condigdes de cultura.
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Figura 10 — Explantes de folhas de plantas do campo inoculados

em meio de cultura MS/B5, com diferentes

reguladores de crescimentos em  diferentes

concentragdes.
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1. Culturas in vitro de fragmentos de folha e caule

O uso de explantes livres de agentes patogénicos € essencial na cultura in vitro.

Os resultados ja antes referidos mostraram que, nas culturas in vitro, € possivel a
climinacdo de contamina¢des dos explantes, provocadas por fungos e/ou bactérias
bem como do irradicar do acastanhamento do meio de cultura e dos explantes,

provocado pelos exsudados fendlicos que se tornam oxidantes.

1.1. Inducio e proliferacio de tecido caloso

Poucas espécies, dentro do género Hypericum, tém sido usadas para produzir
tecido caloso. A produgio deste tecido tem a vantagem de permitir a entrada num
ciclo de vida com potencial virtualmente ilimitado tendo, no entanto, a desvantagem
de aumentar a probabilidade do aparecimento de variagdes somaclonais (Rani e
Raina, 2000).

A indugdio de tecido caloso verificou-se apds a inoculagdo de explantes de caules e
de folhas cultivadas assépticamente em diferentes meios de cultura. Esta indugdo
realizou-se, inicialmente e preferencialmente, nas zonas de corte (figura 13), mas ao
longo das subculturas houve proliferagdo de tecido caloso em todo o explante
(figura 14) principalmente nas zonas que se encontravam em contacto com 0 meio
de cultura. Em Hypericum androsaemum, comparando o tempo necessario a
inducdo de tecido caloso verificou-se que esta foi mais réapida nos explantes de caule
do que nos explantes de folha.

Os resultados relativos a cor, bem como a qualidade e a quantidade de tecido
caloso, variaram em fungio do tipo e da concentragdo relativa dos reguladores de
crescimento suplementados ao meio MS/B5, com o estado fisico do meio e com as
condi¢des de luz/obscuridade. Esta variagio nos resultados foram também referidos
por outros autores relativamente a espécie Hypericum androsaemum (Peters et al.,
1998; Schmidt et al., 2000a,b; Dias et al., 2000; Ahmed et al., 2001) e relativamente
a outras espécies do género Hypericum (Santos et al., 1993; Cardoso e Oliveira,
1996; Dias et al., 1998; Dias et al., 1999; Pretto e Santarém, 2000).

A induciio de tecido caloso, em Hypericum androsaemum, ocotreu trés semanas

ap6s a inoculagéo dos explantes em todos os meios de cultura referidos na tabela III
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e IV. Nos meios H2 (0,1 mg/L. de NAA+1,0 mg/L de BA), H3 (1,0 mg/L 2,4-D) e
H4 (2,0 mg/L de 2,4-D) a produgéo de tecido caloso foi mais tardia verificando-se o
seu aparecimento 4-5 semanas apos a iniciagdo da cultura. Os resultados mostraram
ter havido também manifestagdo de algumas necroses no meio H2 (0,1 mg/L. de
NAA+1,0 mg/L. de BA) tendo sido observadas, estas necroses, também no meio
H16 (0,2 mg/l. de NAA + 0,5 mg/L. de BA) e no meio H23 (0,1 mg/L de 2,4-D +
1,0 mg/L de BA). Podemos dizer, nesta altura, que a resposta, a qualidade e a
quantidade de tecido caloso resultante depende do tipo de regulador(es) usado(s)

bem como da sua concentragdo.

Figura 14 - Proliferagédo de tecido caloso em todo o explante (x16,8). —
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Tabela VI — Sintese dos resultados obtidos, na produgio in vitro de tecido caloso, em

Hypericum androsaemum, no meio base testado MS/BS5, suplementado

com NAA e BA ou NAA e KIN.

Reguladores

de crescimento

(mg/L)

Meios

NAA

BA

KIN

Resultados

0,1

1,0

- folhas oxidadas ¢ volumosas

- desenvolvimento de pouco tecido caloso

- tecido acastanhado com algumas zonas de necrose
- aparecimento de pequenos rebentos

- tecido caloso verde e translucido globular

H1

0.5

1,0

- proliferagdo elevada de tecido caloso verde e transparente
- algum tecido caloso com pigmentos vermelhos

- tecido caloso esbranquigado

- tecido caloso com redugdo da cor verde

- tecido caloso amarelo e globular

- tecido caloso mais ftidvel, na obscuridade
- formagdes globulares

H7

1,0

1,0

- proliferagdo elevada de tecido caloso verde

- formagdes globulares verdes
- aparecimento de células vermelhas

H8

2,0

1,0

- proliferagdo elevada de tecido caloso verde

- aparecimento de células vermelhas

- proliferagdo de tecido caloso branco, amarelo e vermelho
-  aparecimento de massas brancas

- aparecimento de formagdes globulares pequenas e
translicidas

H16

0,2

0.5

- tecido caloso verde ¢ translicido
- algumas necroses

H15

0,3

0.5

- proliferagfo elevada de tecido caloso verde e translicido
- tecido caloso com pigmentos vermelhos

H17

0,5

0,5

- tecido caloso verde e translicido

H19

0,1

1,0

- proliferagiio elevada de tecido caloso verde
- proliferagéio de raizes com pélos

0,3

1,0

- tecido caloso verde e vermelho
- proliferacdo de raizes

H10

0,5

1,0

- tecido caloso verde, acastanhado e avermelhado
- proliferagfo raizes com pélos

- aparecimento de formagoes globulares pequenas e
translicidas

H18

1,0

0,5

- tecido caloso verde
- proliferagdo de raizes com pélos

-  aparecimento de formagdes globulares de cor vermelha
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Tabela VII — Sintese dos resultados obtidos nos meios testados com 2,4-D,
isoladamente ou adicionado a BA ou a KIN

] tecido caloso verde

tecido caloso amarelado globular
- algum tecido caloso avermelhado

- indicios de nédulos com pélos radiculares

- na obscuridade, aspecto globular (sem tecido verde)
2,0 - baixa produggo de tecido caloso

- algumas necroses

- tecido caloso amarelado

- tecido caloso globular e gelatinoso, na obscuridade
- tecido caloso globular, pouco gelatinoso, a luz

3.0 - tecido caloso amarelado

- tecido caloso avermelhado

- lecido caloso fridvel (na obscuridade)

0,1 1.0 - proliferacio elevada de tecido caloso verde

- algumas zonas necrosadas

- aparecimento de rebentos com pequenas folhas

0,5 1.4 - meio com muitas necroses
1,0 1,0 - proliferagio elevada de tecido caloso translicido
- algum tecido vermelho
- formagdes de pequenas formagdes globulares
0.5 1.0 - proliferagdo elevada de tecido caloso verde
- tecido caloso vermelho, globular
1.0 0,1 - pouco tecido caloso, s6 nas extremidades dos caules
- tecido caloso verde
1,0 1,0 - tecido caloso verde

- tecido caloso translicido
- formagdes globulares vermelhas, com pélos radiculares

2,0 1,0 - proliferagdo de tecido caloso vermelho ¢ fridvel, na parte
superior do tecido

- tecido caloso leitoso, na zona de contacto com o meio
- tecido caloso amarelado
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Da observagio da tabela VI podemos dizer que, nos meios que foram
suplementados com NAA e BA, em diferentes concentragdes, os resultados
apresentaram algumas diferengas. Os resultados no meio H2 (0,1 mg/L de NAA +
1,0 mg/L de BA) mostraram o aparecimento de tecido caloso acastanhado
evidenciando algumas necroses mas posteriormente, nas subculturas, passou a
apresentar uma tonalidade verde, com formacdes globulares (Figura 15).
Ocasionalmente, no tecido caloso desenvolvido em meio com 0,1 mg/L. de NAA
conjuntamente com 1,0 mg/L. de BA (H2) observou-se a indugdo de pequenos
rebentos, ja anteriormente referido. No entanto, em Hypericum linarifolium, no
meio com a mesma composi¢io de H2, Santos e colaboradores (1993) mostraram
que os explantes de caule e de folha, levavam ao aparecimento de organogénese
directa. No meio HI1, o tecido caloso obtido apresentou uma proliferagdo
significativa de tecido caloso com aspecto verde e por¢des com aspecto
transhicido (Figura 16). Nas subculturas efectuadas em meio fresco, com a mesma
composigdo inicial, observaram-se modificagdes que levaram ao aparecimento de
tecido caloso de cor vermelha, com formagdes globulares. Em meio H7, o tecido
caloso formado apresentou um aspecto verde (Figura 17) ¢ no meio H8, o tecido
caloso apresentou também a cor verde, mas a quantidade deste tecido formado foi
mais elevada e mostrou um aspecto leitoso em algumas por¢des (Figura 18). Apos
a realizagio das subculturas neste meio o tecido caloso passou a apresentar
diversas tonalidades desde o vermelho, verde, branco e amarelado.

No meio H16, os resultados mostraram um tecido caloso de cor verde e
translacido, com algumas necroses enquanto que no meio H15 verificou-se uma
proliferagdo elevada de tecido caloso de cor acentuadamente verde, com porg¢des
translicidas e vermelhas (Figura 19). No meio H17 (Figura 20), o tecido caloso
produzido foi quantitativamente e qualitativamente semelhante ao do meio HI16.
Perante estes resultados, na generalidade dos meios suplementados com NAA e
com BA, a quantidade de tecido caloso foi sempre significativa mostrando
também, pelo menos inicialmente, uma tonalidade verde (tabela III). Nas
sucessivas subculturas, o tecido caloso passou a apresentar um aspecto
heterogénio, contendo 4reas densas e compactas, com por¢des com tonalidade

acastanhada, avermelhada e amarelada.
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Figura 16 —Tecido caloso, em meio H1. Cor verde e translucida (* ), com formagdes
globulares () (x9,5).
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Figura 19 — Aspecto do tecido caloso em meio H15 (x21).

-
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Concentragdes baixas de NAA (0,1 e 0,2 mg/L) levaram ao aparecimento de
algumas areas necrosadas.

Aumentando a concentracio de NAA, 0,5 e 1,0 mg/L, deixou de se verificar o
aparecimento de rebentos e aumentou a produgdo de tecido caloso.
Contrariamente, em Hypericum brasiliense (Cardoso e Oliveira, 1996) ¢ em
Hypericum perforatum (Biitter et al., 1994), uma concentragdo de 1,0 mg/L de
NAA, levou a indugfio de rebentos e ndo a indugio de tecido caloso.

Ainda relativamente a tabela III, nos meios em que houve substituigdo da BA
por KIN, os resultados apresentaram diferengas pouco significativas relativamente
a quantidade e qualidade de tecido caloso. No meio H19, os resultados mostraram
uma proliferagio elevada de tecido caloso verde e também uma proliferagéio
elevada de raizes com pélos enquanto que no meio H22, a produgdo de tecido
caloso foi menor apresentando cor verde e cor vermelha, mas também se observou
a formagdo de algumas raizes (Figura 21). No meio H10 o tecido caloso produzido
apresentou a cor verde mas posteriormente observaram-se pigmentos com cor
variada, desde o acastanhado ao avermelhado. Também foi possivel verificar que
houve proliferagio de raizes com pélos assim como o aparecimento de pequenas
formagdes globulares de aparéncia translucida (Figura 22). No meio H18, o tecido
caloso apresentou a cor verde (Figura 23). No entanto, voltou também a haver
proliferacio de raizes com pélos e o aparecimento de pequenas formagdes
globulares igualmente de aspecto translicido. Também Dias et al. (2000) referem
que neste meio apés a 3* subcultura, o tecido caloso mostra areas de diferente
pigmentagio, bem como o desenvolvimento de primérdios radiculares.

Assim, em todos meios com NAA e KIN (tabela III), verificou-se rizogénese e
producio de tecido caloso com caracteristicas semelhantes, uma vez que
predominou a cor verde.

Da analise dos resultados da Tabela III, apenas num dos meios testados (0,1
mg/L de NAA + 1,0 mg/L de BA) é que se verificou a formagdio pouco
significativa de rebentos. Isto permite dizer que tanto a auxina NAA adicionada a
citocinina, BA ou a KIN, ndo sdo os reguladores de crescimento mais adequados a
organogénese independentemente das concentragdes utilizadas.

Dias e colaboradores (2000) referiram que em Hypericum androsaemum o
crescimento do tecido caloso em meio suplementado com 1,0 mg/L de NAA e 0,5

mg/L. de KIN levava a produgéo elevada de produtos metabdlicos secundarios,
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como por exemplo, xantonas. Estes compostos fenolicos poderiam alterar a
normalidade da morfogénese nesta planta ao ficarem oxidados em contacto com
alguns constituintes do meio de cultura (Benson, 2000), como por exemplo, o
FeEDTA. Para evitar a oxidagio dos explantes utilizou-se, como ja foi referido, o
4cido ascoérbico mas em pequenas concentragbes. Dever-se-8o realizar trabalhos
futuros com aumentos graduais deste antioxidante, uma vez que o acido ascorbico
além ter fungbes antioxidantes também promoveu a organogénese em tecido
caloso de tabaco (Joy et al, 1988). E de realcar, ainda, que na maior parte dos
ensaios, a utilizagdo de KIN induziu tecido caloso com uma tonalidade
avermelhada enquanto que a utilizagdo de BA induz tecido caloso verde e s6 apos
vérias subculturas o tecido caloso adquiriu uma tonalidade vermelha. A diferenca
de cor no tecido caloso obtido sugere que a citocinina KIN alterou o tipo de

pigmentos produzidos no tecido caloso.

Figura 20 — Aspecto do tecidocaloso em meio H17 (x21).

Figura 21 — Aspecto do tecido caloso em meio H22 com formagio de raizes
pélos radiculares (%).
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Figura 22 — Aspecto do tecido caloso em meio H10, com raizes ( &
(x9,5; x12).

Figura 23 — Aspecto do tecido caloso em meio H18, com formagoes
globulares vermelhas (W) (x28).
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Os resultados registados na tabela VII referem-se aos meios em que houve
substitui¢io da NAA por 2,4-D, isoladamente ou adicionada 4 BA ou a KIN.
Nestes meios testados verificou-se indugdo de tecido caloso e formagdo de
pequenos rebentos unicamente no meio H23.

Nos meios em que se utilizou s6 a auxina 2,4-D (H3, H4 e H9), os resultados
mostraram que, quando foram utilizadas as concentragdes 1,0, 2,0 e 3,0 mg/L,
houve s6 formagdo de tecido caloso. Este tecido, em meio H3, mostrou a cor
amarelada e translicida no inicio e, posteriormente nas subculturas realizadas em
meio fresco, mostraram porgdes de cor avermelhada e formagdes globulares bem
evidentes (Figura 24). No meio H4 foi possivel observar algumas necroses (Figura
25 A). No meio H9, o tecido caloso apresentou um aspecto globular com cor
vermelho escuro e acastanhado (Figura 26). Nestes trés meios, s com 2,4-D, a
indugio de tecido caloso mostrou-se tardia. Quando foram efectuadas subculturas
de tecido caloso, na obscuridade, os resultados mostraram a produgéio de tecido
caloso friavel (Figura 25 B). Estes resultados contrariam, em parte, 0s obtidos na
cultura de explantes de folha de Hypericum perforatum. Nesta espécie, na
presenga de 2,4-D como Unico regulador de crescimento, ndo se verificou a
formacdo de tecido caloso, mas sim necroses nos explantes apos a 3*.semana de
cultura (Pretto e Santarém, 2000). No entanto, em Hypericum androsaemum,
também foram observadas algumas necroses em H2 apesar de ter havido produgdo
de tecido caloso e de rebentos ocasionais. Os resultados obtidos em culturas de
Hypericum brasiliense (Cardoso e Oliveira, 1996) mostraram que 0 tecido caloso
produzido em meio MS ou B5 suplementado s6 com 2,4-D, a 1,0 e 2,0 mg/L,
apresentava uma cor acastanhada e fridvel, aspecto semelhante ao obtido em
Hypericum androsaemum mas com 3,0 mg/L de 2,4-D.

Nos meios com 2,4-D adicionado a BA os resultados obtidos séo relativamente
satisfatérios uma vez que houve formagdo de rebentos, com pequenas folhas
(Figura 9), no meio H23 quando se utilizou uma concentragio baixa de 0,1 mg/L
de 2,4-D adicionado a 1,0 mg/L de BA. No entanto foram visiveis, neste meio
H23, a formagdo de porgdes com éareas necrosadas no tecido caloso envolvente
que ndo apresentava qualquer aspecto fridvel. Estes resultados estdio de acordo
com os obtidos em Hypericum perforatum dado que Pretto e Santarém (2000)

tinham também obtido a indugfio de tecido caloso no meio suplementado com dois
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Figura 24 — Aspecto do tecido caloso em meio H3, btido em explante de folha ( P
(x24).
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Figura 25 — Aspecto do tecido caloso obtido
em meio H4.
A) A luz. B) Na obscuridade (x28).
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reguladores 2,4-D (0,1 mg/L)) + BA (1,0 mg/L). Observaram-se, igualmente, areas
de necrose, quer na presenga da luz quer na obscuridade.

O tecido caloso induzido em meio H6, com 1,0 mg/L de 2,4-D e 1,0 mg/L de
BA, mostrou-se, apos as subculturas, transhicido e de cor vermelha (Figura 27).
Nos casos em que se prolongou o tempo de cultura verificou-se o aparecimento de
formagdes semelhantes a apices caulinares, as quais ndo se desenvolveram. Na
obscuridade, o tecido caloso obtido também se mostrou mais friavel tal como o
observado em Hypericum perforatum no mesmo meio.

No meio H21, com 0,5 mg/L de 2,4-D e 1,0 mg/L de KIN, em substitui¢do de
BA, os resultados mostraram uma produgdo elevada de tecido caloso de cor verde,
vermelha e com formagdes globulares (Figura 28), enquanto que o meio H20,
quando se utilizaram concentragdes de 1,0 mg/L de 2,4-D e 0,1 mg/L de KIN, s6
houve produgfio de tecido caloso verde e em quantidade baixa. O tecido caloso
obtido em meio H5, 1,0 mg/L de 2,4-D e 1.0 mg/L de KIN, apresentou-se
translicido e com nodulos avermelhados, apos a 2% e a 3* subcultura (Figura 29).
Nas subculturas seguintes o tecido caloso passou a apresentar, quase na totalidade,
a cor vermelha com pequenas por¢des de tecido transparente. Esta porgdo
transparente apresentava um aspecto mais indiferenciado enquanto que as porgdes
vermelhas evidenciavam formagdes com aspecto globular. Na obscuridade, o
tecido caloso em meio HS passou a mostrar-se fridvel. Também os resultados, em
Hypericum linarifolium, no meio suplementado com 1,0 mg/L tanto de 2,4-D
como de KIN ou com 1,0 mg/L de 2,4-D e 2,0 mg/L. de KIN (ndo testado neste
trabalho), levou & indugdo de tecido caloso friavel, mas ndo conduziu a
organogénese (Santos et al, 1993). Os resultados em H27, com 2,0 mg/L de 2,4-D
e 1,0 mg/LL de KIN, mostraram uma producgdo elevada de tecido caloso com
aspecto vermelho e friavel (Figura 30) na parte superior e de aspecto leitoso na
parte inferior, quando as culturas foram colocadas na obscuridade. Também, em
Hypericum perforatum, o meio suplementado com 2.,4-D e KIN promoveu a
formag@o de tecido caloso (Celldrova et al., 1992a). Perante os resultados obtidos,
com as diferentes concentragdes de 2,4-D e KIN, a concentra¢do de KIN parece
ter tido influéncia no tipo de tecido caloso produzido relativamente a quantidade, a

cor ¢ a diferenciagdo.
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Figura 27 — Aspecto do tecido caloso em meio H6 (x9,5; x14).

Figura 28 — Aspecto do tecido caloso em
meio H21 (x9,5).

Figura 29 — Aspecto do tecido caloso em meio H5, com formagdes globulares pigmentadas
de vermelho ( ¥ ) (x21).
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Figura 30 — Aspecto do tecido caloso em
meio H27 (x9,5).

A analise dos resultados obtidos permite admitir que a BA parece ser
responsavel pelo aparecimento de rebentos, nos meios H23 e H2, quando
associado ao 2,4-D (0,1 mg/L) ou ao NAA (0,1 mg/L), em baixas concentragdes.
Comparando com outras citocininas, a BA foi também considerada mais eficiente
na indugdo de rebentos caulinares noutras espécies (Moura, 1998 e citagdes ai
referidas). Por outro lado, os resultados em Hypericum brasiliense mostraram que
o meio B5 ou MS, suplementados com auxinas e citocininas nas mesmas
concentragdes, davam lugar a um crescimento muito reduzido de tecido caloso,
principalmente nas culturas mantidas na obscuridade. Nesta mesma espécie, os
explantes inoculados em meio adicionado de 2,4-D e de KIN produziram pouco
tecido caloso, mas abundante formacfo de raizes (Cardoso e Oliveira, 1996).

Os resultados foram diferentes nos meios em que se utilizou a concentragio de
1,0 mg/L de KIN adicionado com 2,4-D, em substitui¢io de NAA, uma vez que
ndo houve rizogénese como nos ensaios anteriores (tabela I1I) tendo apenas havido
a formagdo de tecido caloso. A produgdo de tecido caloso tanto pode ter sido
influenciada pelas concentragdes de 2,4-D, como pelas concentragdes de KIN,
dado que mostrou aspectos diferentes com por¢des de cor avermelhada e porgdes
esverdeadas e com formagdes globulares bem evidentes. Com concentragdes de
2,0 mg/LL de 2,4-D, ap6s as subculturas, foi produzido cada vez menos tecido
caloso, acabando por aparecerem necroses. Com concentragdes mais elevadas, 3,0
mg/lL. de 24-D, na obscuridade, houve formagdo de tecido caloso
amarelado/acastanhado, friavel e globular. Estas caracteristicas também foram
observadas em H. perforatum mas com o 2,4-D associado a KIN ou a BA (Pretto ¢
Santarém, 2000), na obscuridade e em H. brasiliense em meios MS e BS5
suplementados s6 com 2,4-D (0,5, 1,0 e 2,0 mg/L) ¢ que foi possivel obter tecido

caloso, pois a adi¢do de auxinas e de citocininas ndo permitiu o crescimento de
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tecido caloso (Cardoso e Oliveira, 1996). Em Hypericum androsaemum, os
resultados mostraram que quando se utilizou a citocinina BA, em substitui¢do de
KIN, adicionada quer a NAA quer a 2,4-D, houve proliferagdo de tecido caloso
com cor verde e aparecimento de rebentos com pequenas folhas, especialmente,
quando se utilizou concentragdes baixas de auxinas, NAA ou 2,4-D, a 0,1 mg/L.
Em Hypericum perforatum foi possivel observar a formacdo de tecido caloso
verde em meio suplementado com 2,4-D e BA ou KIN, mas s6 nas culturas
realizadas a luz (Pretto e Santarém, 2000). Estes resultados mostram que, a
semelhanca do descrito para outras espécies, também as espécies de Hypericum
apresentam uma resposta morfogenética diferente, usando o mesmo tipo e a
mesma concentragdo de um dado regulador de crescimento ou usando dois
reguladores diferentes simultaneamente, assim como fazendo variar as condigdes
de luz ou de obscuridade.

A utilizagdo de KIN, em vez de BA, conduziu a indugfo de tecido caloso de cor
predominantemente avermelhada e com indugdo de raizes, principalmente quando
associada a0 NAA. Assim, parece que, para haver morfogénese, a melhor
citocinina sera o0 BA, em condi¢des de luminosidade uma vez que Pretto e
Santarém (2000) sugerem que o tratamento com luz ndo induz a producdo de
compostos fendlicos na espécie Hypericum perforatum, apresentando o tecido
caloso a cor verde e compacto.

Relativamente as auxinas utilizadas, a 2,4-D levou a indugdo de tecido caloso
friavel, quando usada em concentragdes altas e em condi¢des de obscuridade, o
que pode indicar que houve indicios de embriogénese. Os resultados obtidos
quando se mudou este tecido fridvel para meio liquido mostraram um aumento
mais significativo das estruturas globulares com formagdes ligeiramente
alongadas.

Perante os resultados gerais na espécic Hypericum androsaemum pode-se
concluir que a formagdo de tecido caloso foi estimulada pelas duas auxinas
testadas, 2,4-D e NAA, e que as citocininas, BA e KIN, levaram a
comportamentos diferentes por parte dos explantes.

Os resultados com o meio base MS/B5, suplementado com os mesmos
reguladores de crescimento e nas mesmas concentragdes, mas testados tendo como
varia¢do agora a quantidade de sacarose que passou a ser utilizada a 20%, ndo

foram satisfatorios de acordo com o objectivo principal do trabalho. No entanto,
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ndo apresentaram diferengas significativas, relativamente a quantidade de sacarose
inicialmente utilizada (30%), pelo que se considerou que a percentagem de
sacarose ndo era importante na mudanga de morfogénese. Estas percentagens
diferentes de sacarose também foram testadas em Hypericum brasiliense mas néo
ha referéncias a modifigdes verificadas na produgéo de tecido caloso (Cardoso e
Oliveira, 1996).

Na tentativa de obter estruturas diferenciadas foram realizadas novas subculturas
por transferéncia do tecido caloso obtido, para meios suplementados com outros
reguladores de crescimento, com os mesmos reguladores mas com diferentes
concentracdes ou para meio sem reguladores de crescimento. Assim, o tecido
caloso obtido em meio H1 (0,5 mg/L NAA + 1,0 mg/l BA) foi mudado para meio
H3 (Figura 31) ou H4, s6 com 2,4-D (1,0 e 2,0 mg/L), durante alguns dias para ser
sujeito a um choque de auxina e de seguida houve transferéncia para meio sem
reguladores de crescimento, em condigdes de luz e de obscuridade. Os resultados
mostraram-se negativos tendo continuado s6 a haver produgéo de tecido caloso
com pigmentos vermelhos. No entanto, na situagdo de obscuridade, o tecido
caloso passou a formar raizes, com pélos radiculares. O tecido caloso obtido em
meio H2 (0,1 mg/L. NAA + 1,0 mg/l BA) foi mudado para meio H3 (Figura 32) ou
para H4 (Figura 33), s6 com 2,4-D (1,0 e 2,0 mg/L) e houve um aumento da
quantidade de tecido caloso de cor vermelha, mais friavel (Figura 32) ou mais
compacto (Figura 33). Os resultados, nesta mudanca de meios, continuaram a dar
negativos e a ndo se verificar organogénese indirecta. Na obscuridade, o numero
de estruturas radiculares aumentou. O tecido caloso obtido em meio H5 (1,0 mg/L
2.4-D + 1,0 mg/L. KIN) foi mudado também para meio H3 ou H4, s6 com 2,4-D
(1,0 e 2,0 mg/L) e posteriormente procedeu-se a sua transferéncia para meio sem
reguladores de crescimento, solido e liquido. Nestas subculturas formaram-se dois
grupos, tendo ficado um grupo ficado a luz e outro grupo na obscuridade. No
grupo mantido na obscuridade, o tecido tornou-se mais fridvel do que o mantido a
luz. No meio liquido, a observagdo dos resultados foi dificultada dado que este
meio se tornava turvo, ao fim de 2-3 dias de cultura, pela libertagdo rapida, por
parte do tecido caloso, de compostos metabolicos ¢ ndo devido a uma possivel
infeccdo. Os resultados mostraram que o tecido caloso s6 se tornou mais globular.
No entanto, na obscuridade, as formagdes globulares passaram a mostrar

estruturas alongadas, mas sem pélos, tendo o tecido ficado com um aspecto
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amarelado e esbranquigado (Figura 34). O tecido caloso obtido em meio H6 (1,0
mg/L. 2,4-D + 1,0 mg/L. BA) foi mudado igualmente para meio H3 ou H4, s6lido
ou liquido e os resultados mostraram uma morfogénese idéntica ao do meio HS,
quando mudado para os mesmos meios. Os resultados, durante as subculturas,
com o tecido caloso transparente e avermelhado, mostraram a formacdo de
estruturas globulares, de um modo mais rapido, no meio H3 relativamente ao meio
H4. Neste ultimo apareceram necroses frequentes durante a manutengfo do tecido
caloso. Também se mudou parte do tecido caloso obtido para meio liquido, sem
reguladores de crescimento, o que resultou numa maior percentagem de formagdes
globulares. Estas mostraram mais tarde, como resultado, a formagdo de raizes. No
entanto, foi igualmente dificil continuar a obter resultados devido ao meio que
ficou rapidamente turvo, devido a libertagdo de compostos metabdlicos. O tecido
caloso obtido nos meios H1, H5, H6, H7 ¢ H8 foram mudados para meio com
ABA mas os resultados mostraram necroses significativas o que levou a colocar
de parte estes ensaios com este regulador de crescimento. Quando o tecido caloso
foi transferido para meios com os mesmos reguladores de crescimento, mas em
concentragdes diferentes das iniciais, continuou a ndo se observar organogénese
indirecta. Os resultados apenas mostraram algumas mudangas morfogenéticas no

tecido caloso.

Figura 31 - Aspecto do tecido caloso, induzido em meio
H1, ap6s transferéncia para meio H3 (x9,5).
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Figura 32 — Aspecto mais fridvel do tecido caloso, induzido em
meio H2, apos transferéncia para meio H3 (x28).

Figura 33 — Aspecto mais compacto do tecido caloso, induzido em
meio H2, ap6s transferéncia para meio H4 (x24).
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Figura 34 — Aspecto do tecido caloso, por transferéncia do
meio H5 para meio liquido sem reguladores de
crescimento (cor esbranquigada o e estruturas
alongadas sem pélos A(x9,5).

Em conclusdo, os resultados obtidos com culturas de explantes de Hypericum
androsaemum, nos varios meios testados nesta primeira fase, mostraram que o
crescimento do tecido caloso e as suas caracteristicas morfogenéticas, foram
visivelmente influenciadas pelos reguladores de crescimento (Gaspar et al., 1996;
Kevers et al., 1996). Também foi influenciado pelo factor luz/obscuridade, na
medida em que apresentou um aspecto mais ou menos fridvel (Poutaraud et al.,
2000). Logo, ¢ atribuida grande importincia aos factores que influenciam a
produciio de tecido caloso. A indugdo de tecido caloso, a sua proliferagdo bem
como a sua manutencdo é reconhecida como muito util para o estudo da
biossintese ¢ produgdo de compostos metabolicos secundirios de interesse
farmacoldgico. No entanto, como o objectivo principal era a multiplicagio in vitro
de Hypericum androsaemum todos os meios testados nesta parte do trabalho ndo
se mostraram serem apropriados para tal.

Nesta altura podemos entdo dizer, que o Hypericum androsaemum ¢ uma
espécie que ndo respondeu positivamente aos tipos e as concentragdes dos
reguladores de crescimento utilizados (NAA, 2.4-D, BA, KIN ¢ ABA). Parece ser
evidente a recalcitrincia in vitro deste material biologico, pela incapacidade dos
tecidos responderem as manipulagdes realizadas nas culturas in vifro. Estas
culturas sdo influenciadas principalmente por trés factores: a fisiologia da planta
dadora, as manipulagdes in vifro e o stress fisiologico da planta in vitro (Benson,
2000). Assim, é importante salientar que o ambiente de cultura, s6 por si, leva ao

aparecimento de respostas de stress que por sua vez promovem o aparecimento de
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problemas de recalcitrancia (Benson, 2000). No que se refere a regeneragao das
plantas, a recalcitrdncia pode ser o maior factor limitativo para o uso
biotecnologico das espécies com importincia econémica podendo também

prejudicar a vasta aplicagdo das técnicas de conservagéo in vitro (Benson, 2000).
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2. Cultura in vitro de segmentos de caule com nédulos

2.1. Proliferaciio de rebentos axilares

No método de cultura in vitro, usado agora nesta fase de regeneragdo de
Hypericum androsaemum, foram utilizados, como explante, fragmentos de caule
com nodulos individualizados e sem folhas (excisdo do par de folhas) (Figura 35),
em diferentes posigdes. Este método mostrou-se eficiente como forma de
propagagio desta planta.

Os explantes utilizados por Mederos (1991), em Hypericum canariense, foram,
também, gomos axilares bem como gomos apicais. Em Hypericum brasiliense foram
utilizados explantes idénticos, segmentos de caule com nodulos individualizados
mas com folhas (Cardoso e Oliveira, 1996). Cardoso e Oliveira (1996) referem que,
embora os apices caulinares apresentem um potencial mais elevado de morfogénese
do que os segmentos nodais, ndo sdo vulgarmente usados como explantes. O uso
destes explantes, ndo apicais, € um modo de prevenir diferengas no desenvolvimento
da planta devido ao equilibrio diferencial das auxinas e das citocininas (Cardoso e
Oliveira, 1996). Tamas (1987), escreveu varios trabalhos sobre a dominincia apical,
indicando que, a falta desta dominancia apical, pode canalizar a citocinina
disponivel, principalmente para os gomos axilares, em detrimento do apice, sendo
assim implementado um desenvolvimento dos rebentos axilares em vez do
crescimento do rtebento principal. Também, de acordo com o mesmo autor, a
acumulagfo de citocinina no gomo apical, devido a uma forte dominancia apical,
aumenta a produgdo, nesta estrutura, de auxinas enddgenas que tem um efeito
supressivo na caulogénese axilar. Explantes semelhantes ao usado em H
androsaemum, ja tinham sido utilizados em Hypericum foliosum (Moura, 1998).
Noutras espécies do género Hypericum, € com 0 mesmo objectivo principal deste
trabalho, obter a regeneragdo de plantas, foram utilizados diferentes explantes.
Assim, em Hypericum linarifolium, foram utilizados explantes de folha e caule
(Santos et al., 1993). Em Hypericum perforatum, Cellarova et al. (1992a,b)
utilizaram explantes excisados de plantulas, folhas excisadas, rebentos e raizes,
Pretto ¢ Santarém (2000) utilizaram explantes de folha, Kirakosyan et al. (2000)

utilizaram explantes de anteras e Murch et al. (2000a) utilizaram explantes de



Propagagdo in vitro da planta medicinal Hypericum androsaemum Resultados e discussdo

hipocotilo. Nestas espécies mencionadas a organogénese foi nuns casos directa e
noutros foi indirecta.

Os resultados da segunda fase do trabalho, em Hypericum androsaemum, foram
obtidos utilizando 0 mesmo meio base da primeira fase. Na indugdo e multiplicagdo
de rebentos, o regulador de crescimento adicionado ao meio base foi a BA em
diferentes concentra¢des (0,1, 0,2, 0,5 e 1,0 mg/L). De acordo com 0S NOSSOS
resultados, em Hypericum androsaemum, a BA, isolada, fornecida ao meio mostrou
ser um regulador de crescimento eficiente para a diferenciaciio e proliferagéio de
rebentos axilares. No entanto, o aumento na concentragio de BA ndo teve um efeito
inibidor na regeneragio dos rebentos. O efeito estimulador da BA na organogénese
de de novo rebentos, isto ¢, na formagdo de multiplos rebentos caulinares ja tinha
sido referido em vdrias plantas medicinais, nomeadamente em Hypericum
canariense (Mederos, 1991), Hypericum perforatum (Cellarova et al., 1992a,b) e
Hypericum foliosum (Moura, 1998). Relativamente a outras plantas medicinais, a
BA possui um efeito inibidor quando utilizada em concentragbes superiores a um
valor éptimo, verificando-se a redugdo do numero de rebentos regenerados por
nédulo (Raha e Roy, 2001).

Ao fim de uma semana de cultura, observou-se a indugfo de vérios rebentos a
partir dos nodulos (Figura 36), em numero de 2-4 rebentos por nodulo. Para tornar
possivel a multiplicagio dos rebentos, estes foram transferidos para frascos que
continham o meio base inicial, fresco e suplementado com o mesmo regulador de
crescimento, a BA. Os resultados desta subcultura, ao fim de trés semanas,
mostraram uma proliferagio elevada do numero de rebentos caulinares. Estas
estruturas continuavam a ndo apresentar diferengas significativamente visiveis no
seu aspecto geral (Figura 37).

No fim desta subcultura formaram-se dois conjuntos de rebentos caulinares.
Assim, os rebentos que apresentavam um desenvolvimento menor foram novamente
transferidos para meio base fresco, com BA, e os outros rebentos mais
desenvolvidos foram individualizados e transferidos para meio de enraizamento
suplementado com IBA. No grupo transferido para meio com BA a taxa de
multiplicagio dos rebentos continuou a aumentar enquanto que no segundo grupo
transferido para meio com IBA observou-se o aparecimento de raizes (Figura 38).

Os fragmentos de caule com um nédulo de Hypericum androsaemum mostraram

que possuiam a capacidade de indugdo de rebentos na presenca de BA e que esta
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actuou como um regulador eficiente na iniciagio e multiplicagio desses mesmos

rebentos.

Figura 35 — Explantes. Fragmentos de
caule com  nodulos
individualizados, sem

folhas.

da
Figura 36 —Rebentos caulinares de Hypericum androsaemum, induzidos em meio MS/B5

(2-3 semanas de cultura), suplementado com BA 0,1 mg/L (A), 0,2 mg/L (B),
0,5 mg/L (C) e 1,0 mg/L (D).
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37 — Cultura de rebentos apos 3 semanas da 12. subcultura, nos meios
com 0,1 mg/L (A), 0,2 mg/L (B), 0,5 mg/L (C) e 1,0 mg/L (D) de

BA.
Proliferacio de agregados de rebentos caulinares com aspecto

Figura.

idéntico nos quatro meios.
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Figura 38 - Enraizamento de plantulas em meio base MS/B5. Meio sdlido, a meia forca,
com sacarose a 2% € adicionado de IBA, na concentracio de 0,2 mg/L. Neste
meio verificou-se o alongamento das estruturas caulinares e a diferenciagdo de

raizes, depois de decorridas 2 a 3 semanas de cultura.

As varias concentragdes da BA, pelo menos as utilizadas em H. androsaemum,
ndo pareceram afectar O Sucesso da indugiio de rebentos axilares, uma Vez que nao
foram detectadas diferencas relacionadas com a COmMPpOSICEO do meio para O
processo de inducdo/inicia¢do € multiplicagio. Em Hypericum canariense L., a
proliferagio in vitro dos rebentos caulinares foi conseguida em meio que continha as
solugdes de macronutrientes de Murashige e Skoog (MS, 1962). Este meio mostra
ser o mais eficiente para a propagagéo desta espécie, suplementado com uma auxina
(NAA) e com uma citocinina (BA) (Mederos, 1991). Na espécie Hypericum
erectum, os gomos primordiais foram induzidos em meio suplementado com BA ¢
IAA (Yasaki e Okuda, 1990). Do referido por Cellarova et al. (1992b) para
Hypericum perforatum, concentragdes elevadas de BA adicionadas a NAA ndo
melhoraram os resultados obtidos. Na formacdo de rebentos desta mesma espécie,
H. perforatum, a BA foi mais eficiente quando associada a IAA e quando foram
usados explantes de plantulas as quais foram retiradas as raizes (Zduneck e
Alfermann, 1992). Em Hypericum foliosum, Moura (1998) utilizou como meios a
testar, os suplementados com 0 uso simultaneo de uma auxina ¢ de uma citocinina
ou s6 com uma citocinina. Os melhores resultados foram os obtidos no meio

suplementado com NAA + BA seguidos do meio suplementado s6 com BA. Mais
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uma vez é de salientar o papel positivo da BA, isolada ou adicionada a NAA, na
quebra da dorméncia e multiplicagdo de rebentos axilares, em varias espécies de
plantas (Pretto e Santarém, 2000). No entanto, para Moura (1998), um aumento da
concentragio de NAA no meio de cultura de Hypericum foliosum, provou na
generalidade ser inversamente proporcional a diferenciagdo dos rebentos. O seu
efeito inibidor foi unicamente contrabalangado pela adi¢do de BA, na concentragdo
de 1,0 mg/L. Mesmo com concentragdes mais elevadas de BA, os resultados foram
piores quando estava presente a NAA, 1,0 mg/L. O efeito inibidor de NAA foi mais
tarde confirmado por uma total auséncia de diferenciagio dos rebentos em meios
suplementados s6 com esta auxina (Moura, 1998). Os resultados obtidos com NAA,
na fase de iniciagio de Hypericum foliosum e, segundo a opinido da autora (Moura,
1998), s6 concordam parcialmente com a teoria de Skoog e Miller (1957). Segundo
estes autores a formagiio de rebentos ou a formagdo de raizes estd dependente da
proporgio entre os niveis de auxina/citocinina exégenos no meio de cultura. De
acordo com 0s mesmos autores, a concentragdo relativamente alta de auxina ird
promover a diferenciagdo da raiz e inibir o desenvolvimento dos rebentos. Os
resultados com NAA, mesmo quando usados em baixas concentragdes, sugerem a
possibilidade da presenga de um nivel elevado de auxina endégena no material
vegetal colhido no campo (Moura, 1998). Com 0,1 mg/L de BA parece ndo ser
necessaria uma fonte de auxina mas o mesmo ja ndo se passa quando € adicionada
1,0 mg/L de BA. Em Hypericum foliosum, isto sugere a necessidade de um efeito
compensatdrio a partir de uma fonte exégena, de auxina, que pode ser um sinal de
uma dominéncia apical fraca nos rebentos produzidos in vitro (Moura, 1998).

Em Hypericum brasiliense a regeneragdo de rebentos foi conseguida em meio MS,
sem reguladores de crescimento (Cardoso e Oliveira, 1996).

Os procedimentos que foram estabelecidos para a indugdo de rebentos e a
multiplicagio em espécies de Hypericum referiram uma média de 2 a 5,5 rebentos,
dependendo do explante usado (Mederos et al, 1997; Moura, 1998), numero
comparavel ao que obtivemos para Hypericum androsaemum. E de salientar também
a diferenca de sensibilidade que as espécies do género Hypericum mostram perante a
manipulagio das condigdes de cultura particularmente na utilizagdo de reguladores
de crescimento, relativamente ao tipo e concentragio em que sio usados.

A multiplicagio dos rebentos, a partir de gomos axilares, foi considerado, por

Mederos (1991), por Santos e colaboradores (1993), por Cardoso e Oliveira (1996),
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por Moura (1998) e por Pretto e Santarém (2000), um sistema de micropropagagéo
bastante aconselhavel. Este método proporciona a obtengdo de um nimero elevado
de plantas, bem como uma produgdo rapida de plantas. A multiplicagdo e o
enraizamento, de algumas espécies, podem ocorrer no mesmo meio o que facilita a

utilizagdo deste método.

2.2. Enraizamento de rebentos caulinares de Hypericum androsaemum

Dos agregados de rebentos caulinares de Hypericum androsaemum obtidos , apds
a 1* subcultura, foram separados e individualizados os rebentos que apresentavam
maior vigor. Posteriormente, foi feita a sua transferéncia para um meio novo, meio
de enraizamento, com a composi¢do base MS/BS, a meia forga, sacarose a 2% e
suplementado s6 com o regulador de crescimento IBA, na concentracdo de 0,2
mg/L. A citocinina IBA ¢é, na generalidade, referenciada como um regulador de
crescimento eficiente para a promog¢do de enraizamento in vitro (Selvakumar et al.,
2001).

Decorridas 2-3 semanas, contadas a partir do inicio da 2* subcultura, verificou-se
um aumento em tamanho das estruturas caulinares e a indugdo de raizes, conforme
se pode observar na Figura 36. O meio com IBA pode, assim, ser considerado um
meio com eficiéncia no enraizamento considerando que o nimero total de rebentos
produzidos por explante e transferidos formaram na generalidade raizes.

Comparando o nosso trabalho com os trabalhos realizados para o enraizamento de
estruturas caulinares de outras espécies de FHypericum, verificamos que, a
semelhan¢a do descrito para Hypericum androsaemum, também o enraizamento em
Hypericum canariense (Mederos, 1991) foi conseguido em meio com
macronutrientes de MS, a meia for¢a e com IBA. No entanto, este autor também
verificou o efeito positivo de NAA no processo de enraizamento.

Resultados semelhantes foram descritos para o enraizamento de estruturas
caulinares de Hypericum linarifolium (Santos et al., 1993), embora estas estruturas
tivessem tido origem noutro tipo de explante.

O papel positivo de IBA no processo de enraizamento foi também demonstrado
em Hypericum perforatum. Pretto e Santarém (2000) referiram que os rebentos

caulinares obtidos a partir do tecido caloso foram enraizados em todos os meios
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O papel positivo de IBA no processo de enraizamento foi também demonstrado
em Hypericum perforatum. Pretto e Santarém (2000) referiram que os rebentos
caulinares obtidos a partir do tecido caloso foram enraizados em todos os meios
avaliados, embora as percentagens mais elevadas fossem obtidas em meio MS, a
meia forga, independentemente da presenca ou ndo, de IBA. No entanto, uma
reducdo ligeira na formagdo de raizes foi observada em meio MS, na auséncia de
IBA. A presenga de IBA no meio de enraizamento, de Hypericum perforatum,
parece ter tido efeito no nimero de raizes induzidas por rebento, tendo o nimero de
raizes sido mais elevado, na presenca deste regulador. As raizes induzidas em meio
contendo IBA sfio mais espessas e mais ramificadas enquanto que as induzidas sem
IBA sfio mais finas e mais longas.

Pelo contrario, em Hypericum foliosum (Moura, 1998), o enraizamento ndo foi
promovido pela adi¢do de IBA nem de qualquer outro regulador de crescimento. A
auséncia de enraizamento para todos os reguladores de crescimento testados pode,
segundo a autora, ser explicada pelo facto deste ser realizado em estruturas
caulinares originadas a partir de explantes excisados de plantas estabelecidas no
campo. Embora tenham sido usadas plantas, com um ciclo de crescimento como
fonte preferida de explantes, o seu grau de diferenciagéo ¢ mais elevado do que o
das plantulas obtidas por germinagdo das sementes, aumentando, entfo, a
dificuldade no enraizamento in vitro.

As plantulas com maior vigor, de Hypericum androsaemum, com raizes obtidas
em meio sélido durante a 2% subcultura foram transferidas para meio liquido
MS/B5, sem reguladores de crescimento e sem sacarose. Esta transferéncia
promoveu o crescimento € 0 desenvolvimento de raizes e assegurou, assim, uma
clevada taxa de sobrevivéncia das plantulas apds a sua transplantagéo.

As mesmas plantulas permaneceram neste meio liquido, cerca de 2-3 semanas,
tendo sido possivel observar durante este periodo de tempo o aumento de tamanho
das estruturas caulinares e o desenvolvimento das raizes (Figura 39). Quando estas
plantulas apresentaram, entdo, um tamanho e raizes suficientemente desenvolvidas,
foram mudadas para um substrato terroso, constituido por uma mistura de terra com
himus. O impacto da transplantagdo teve sucesso uma vez que O desenvolvimento
das plantulas continuou a realizar-se normalmente.

Em Hypericum androsaemum foi testado como meio de indugdo de raizes o meio

MS, a meia forga, suplementado com 0,2 mg/L. de IBA, o qual se mostrou ser
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eficiente. Entretanto, o crescimento e a multiplicagio de raizes foi conseguido,
positivamente, em meio liquido MS/B5, sem IBA e sem sacarose. De salientar que
os segmentos nodais utilizados foram excisados a partir de plantulas jovens de
Hypericum androsaemum, resultantes da germinagdo de sementes in vifro. Nestas
plantulas o grau de diferenciagdo ¢ relativamente baixo o que possivelmente tornou
positivo o enraizamento promovido pelo IBA. Esta explicagdo tem como base o
trabalho realizado com Hypericum foliosum (Moura, 1998), no qual foram usadas,
como fonte de explantes, plantas estabelecidas no campo, ja com um grau de
diferenciacdo significativo o que segundo a autora e, como ja foi referido, explica o

efeito negativo do IBA e do NAA, no enraizamento.

Figura 39 — Proliferagio de raizes, em meio liquido MS/B5, sem reguladores de
crescimento e sem sacarose. Notar o aumento do namero e o engrossamento
de raizes.
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2.3. Transplante e aclimatizacio

As plantulas de Hypericum androsaemum desenvolvidas in vitro foram finalmente
transferidas para condigdes ex vifro, sendo entdo, nesta etapa, plantadas em vasos
com uma mistura de terra e de turfa. Depois de se ter procedido a transferéncia das
plantulas para vasos, estes foram ainda mantidos na camara de cultura, e debaixo de
uma cobertura plastica (Figura 40). Deste modo, foi possivel que a fase de
aclimatizagfio se processasse convenientemente proporcionando-se de forma gradual
um aumento de intensidade luminosa e uma diminui¢do da humidade relativa e da
temperatura. Observou-se que as plantulas tinham uma sobrevivéncia elevada desde
que a terra se mantivesse com uma humidade relativamente elevada.

A sobrevivéncia das plintulas que entretanto continuaram a crescer, manteve-se
elevada mesmo quando foi retirada a cobertura plastica (Figura 41).

Passadas duas semanas de permanéncia na cdmara de crescimento as plantas ja
comegaram a aparentar um certo vigor o que iria garantir sucesso na adaptagdo ao
meio ambiente exterior. Foram, entfo, transferidas primeiro para uma estufa e
posteriormente para o ar livre (Figura 42), de modo a completar-se o seu ciclo de
desenvolvimento. A evocagio floral verificou-se em Maio (Figura 43), e em Julho
deu-se o aparecimento dos frutos (Figura 44). Estes mais tarde amadureceram,
adquiriram a cor negra e libertaram as sementes.

A metodologia que acabamos de descrever permitiu, com sucesso, a multiplica¢éo
in vitro de Hypericum androsaemum através da proliferagio de rebentos axilares.

Este método de propagagio que implica a aboligio da dominancia apical, da qual
resulta uma activagiio e multiplicagio dos gomos axilares, tem sido utilizada para a
propagagio em larga escala de varias plantas (Rani e Raina, 2000). Estudos
efectuados sobre a regeneragdo de plantas a partir destas regides meristematicas
mostraram que a variagio somaclonal ¢ minima (Illg, 1990), podendo obter-se
plantas completas num intervalo de tempo relativamente curto. Comparativamente a
outros métodos de micropropagagio, a estabilidade genética das plantas
micropropagadas por esta via ¢ significativamente superior, s6 comparavel ao das
plantas obtidas por embriogénese somatica directa (Gratapaglia ¢ Machado, 1990;

Rani e Raina, 2000 e citagdes ai referidas).
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o Figura 40 — Aclimatiza¢io.
Plintulas na cémara
de crescimento, com
cobertura de plastico
para evitar alteragdes
rapidas do ambiente
fisico de cultura.

Figura 41 — Plantas sem cobertura
plastica, na cdmara de
crescimento.

Figura 42 — Plantas em aclimatizagdo na cidmara de crescimento e apresentando vigor
suficiente para serem transplantadas para a estufa exterior.



Propagagdo in vifro da planta medicinal Hypericum androsaemum Resultados e discussédo

Figura 43 — Planta a completar o
seu ciclo de vida de
desenvolvimento em
condigGes ex vitro.

Figura 44 - A) Pormenor da planta em crescimento ex vitro.
B) Aspecto da flor.
C) Fruto em formag#o, inicialmente com uma cor clara mas que posteriormente adquire

a cor negra.
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CONCLUSAO

Para cada espécie e de acordo com o objectivo de investigagdo varios trabalhos
tém sido realizados. Muitas espécies de plantas sdo capazes de regeneragéo quer por
organogénese quer por embriogénese somatica, mas poucas espécies sdo capazes de
sofrer regeneragdo por ambos o0s processos. Algumas espécies sdo facilmente
regeneradas a partir de tecido caloso ou de cultura de células enquanto outras sdo
regeneradas somente por um processo de rebentos adventicios (Phillips e
Hubstenberger, 1995).

De acordo com o objectivo principal proposto, o nosso trabalho desenvolvido com
Hypericum androsaemum, permitiu definir as condi¢gdes de cultura para a
micropropagacdo desta espécie. A propagagdo in vifro pode ser facilmente obtida,
em H androsaemum, pela via da proliferagdo de rebentos a partir de nddulos
axilares. A regeneracdo de rebentos foi efectivamente induzida em segmentos nodais
(fragmentos de caule com nddulos simples) inoculados no meio base MS/B5
suplementado com diferentes concentragdes de BA (0,1, 0,2, 0,5 e 1,0 mg/L). Este
regulador de crescimento, BA, ao fim de 2-3 semanas, possibilitou a multiplicagio
de gomos e posterior desenvolvimento de estruturas caulinares. E interessante notar
que o aumento de concentragdo de BA no meio ndo afectou significativamente a
regeneragdo. Esta citocinina ndo promoveu o enraizamento. Os rebentos caulinares
enraizaram facilmente apos transferéncia para o mesmo meio base MS/B35, a meia
forga, com sacarose a 2% e suplementado com 0,2 mg/L IBA. A utilizagdo de uma
citocinina exogena, com concentragdo baixa pode levar a pensar que a auxina
endogena era elevada. O enraizamento foi efectuado em meio sdlido.
Posteriormente, o aumento do nimero, do tamanho e engrossamento das raizes foi
realizado em meio liquido, sem reguladores de crescimento e sem sacarose.

De referir que durante o estabelecimento dos explantes foi necessario eliminar os
compostos fendlicos exsudados para o meio de cultura o que foi conseguido usando
como anti-oxidante, o acido ascorbico. Assim, a utilizacdo de um anti-oxidante,

tornou possivel aumentar significativamente a quantidade de plantas produzidas.
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Quando se utilizaram como explantes fragmentos de caule e folha, foram testados
alguns reguladores de crescimento. As auxinas NAA e 2.4-D, em diferentes
concentragdes, foram associadas a diferentes concentragdes de BA e KIN. Em
alguns meios de cultura foi adicionado, isoladamente, o 2,4-D em concentragdo de
1,0, 2,0 e 3,0 mg/L. Nestes meios testados so foi possivel obter tecido caloso,
embora a quantidade de tecido caloso apresenta-se variagdes no seu aspecto € Cor.
Em todos os meios em que estavam presentes os reguladores de crescimento NAA
associado a KIN, foi possivel observar a formagdo de raizes e a diminui¢do da
producdo de tecido caloso. Num dos meios com 1,0 mg/L de 2,4-D ¢ 1,0 mg/L
também se verificou uma manifestagio muito ligeira de organogénese radicular.
Outras duas excepgdes foram o meio com 0,1 mg/L de NAA adicionado a 1,0 mg/L
de BA e o meio com 0,1 mg/L de 2,4-D adicionado a 1,0 mg/L de BA, em que
houve obtengio de pouca quantidade de tecido caloso e obteng¢do de rebentos,
embora com pouco sucesso. Os reguladores, NAA, 2.4-D, BA e KIN, utilizados
mostraram a néo eficiéncia na regeneragdo de H. androsaemum, uma vez que nao
levaram a inducéio controlada da competéncia nos explantes usados. Por outro lado,
os explantes de folha e caule nio mostraram competéncia embriogénica ou
organogénica.

O insucesso encontrado na resposta morfogenética dos explantes de folha e caule,
de Hypericum androsaemum, nos vérios meios acima referidos, aponta a
necessidade de se ensaiarem outros reguladores, nomeadamente o TDZ, que
permitiu a regeneragéo de plantas de Hypericum perforatum a partir de culturas de
hipocétilo, quando outros reguladores testados, como por exemplo a BA e o TAA,
ndo foram eficazes (Murch et al., 2000a). O TDZ é um regulador sintético potente €
¢ altamente efectivo na morfogénese in vitro, podendo ser usado para induzir uma
série de respostas de diferenciagdo e desdiferenciagéo (Murthy et al., 1998). Pensa-
se que este regulador possa modular a actividade hormonal endogena (Benson,
2000).

O 4cido ascorbico também podera ser empregue em trabalhos futuros com a
espécie deste trabalho dado que, em algumas espécies, o seu uso levou a um
aumento de organogénese (Joy et al., 1988).

O estudo da accdo do etileno produzido pelas culturas in vitro também ndo seria de

colocar de lado dado que pode ser um factor de recalcitrancia. O etileno esta
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envolvido em muitas respostas de morfogénese e tanto pode promover como inibir a
morfogénese (Benson, 2000).

Sera também importante verificar a resposta de outros tipos de explantes e mesmo
de explantes em diferentes estadios fisiologicos de desenvolvimento, de modo a

tentar testar outros métodos de micropropagagao.
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uma vez ¢é de salientar o papel positivo da BA, isolada ou adicionada a NAA, na
quebra da dorméncia e multiplicagdo de rebentos axilares, em varias espécies de
plantas (Pretto e Santarém, 2000). No entanto, para Moura (1998), um aumento da
concentragio de NAA no meio de cultura de Hypericum foliosum, provou na
generalidade ser inversamente proporcional a diferenciagdo dos rebentos. O seu
efeito inibidor foi unicamente contrabalangado pela adi¢do de BA, na concentragdo
de 1,0 mg/L. Mesmo com concentragdes mais elevadas de BA, os resultados foram
piores quando estava presente a NAA, 1,0 mg/L. O efeito inibidor de NAA foi mais
tarde confirmado por uma total auséncia de diferenciagdo dos rebentos em meios
suplementados s6 com esta auxina (Moura, 1998). Os resultados obtidos com NAA,
na fase de iniciagio de Hypericum foliosum e, segundo a opinido da autora (Moura,
1998), s6 concordam parcialmente com a teoria de Skoog e Miller (1957). Segundo
estes autores a formagdo de rebentos ou a formagdo de raizes esta dependente da
proporgdo entre os niveis de auxina/citocinina exdgenos no meio de cultura. De
acordo com os mesmos autores, a concentragdo relativamente alta de auxina ira
promover a diferenciagio da raiz e inibir o desenvolvimento dos rebentos. Os
resultados com NAA, mesmo quando usados em baixas concentragdes, sugerem a
possibilidade da presenga de um nivel elevado de auxina enddgena no material
vegetal colhido no campo (Moura, 1998). Com 0,1 mg/L de BA parece ndo ser
necessaria uma fonte de auxina mas o mesmo ja ndo se passa quando € adicionada
1,0 mg/L. de BA. Em Hypericum foliosum, isto sugere a necessidade de um efeito
compensatorio a partir de uma fonte exégena, de auxina, que pode ser um sinal de
uma dominéncia apical fraca nos rebentos produzidos in vitro (Moura, 1998).

Em Hypericum brasiliense a regeneragdo de rebentos foi conseguida em meio MS,
sem reguladores de crescimento (Cardoso ¢ Oliveira, 1996).

Os procedimentos que foram estabelecidos para a indugdio de rebentos e a
multiplicagdo em espécies de Hypericum referiram uma média de 2 a 5,5 rebentos,
dependendo do explante usado (Mederos et al., 1997; Moura, 1998), nimero
comparavel ao que obtivemos para Hypericum androsaemum. E de salientar também
a diferenca de sensibilidade que as espécies do género Hypericum mostram perante a
manipulagio das condigdes de cultura particularmente na utilizagéo de reguladores
de crescimento, relativamente ao tipo e concentragéo em que sido usados.

A multiplicagiio dos rebentos, a partir de gomos axilares, foi considerado, por

Mederos (1991), por Santos e colaboradores (1993), por Cardoso e Oliveira (1996),
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por Moura (1998) e por Pretto e Santarém (2000), um sistema de micropropagagio
bastante aconselhavel. Este método proporciona a obten¢do de um numero elevado
de plantas, bem como uma produgdo rdpida de plantas. A multiplicagdo e o
enraizamento, de algumas espécies, podem ocorrer no mesmo meio o que facilita a

utilizagfo deste método.

2.2. Enraizamento de rebentos caulinares de Hypericum androsaemum

Dos agregados de rebentos caulinares de Hypericum androsaemum obtidos , apos
a 1* subcultura, foram separados e individualizados os rebentos que apresentavam
maior vigor. Posteriormente, foi feita a sua transferéncia para um meio novo, meio
de enraizamento, com a composi¢io base MS/B5, a meia forga, sacarose a 2% e
suplementado s6 com o regulador de crescimento IBA, na concentragdo de 0,2
mg/L. A citocinina IBA ¢, na generalidade, referenciada como um regulador de
crescimento eficiente para a promogio de enraizamento in vitro (Selvakumar et al.,
2001).

Decorridas 2-3 semanas, contadas a partir do inicio da 2* subcultura, verificou-se
um aumento em tamanho das estruturas caulinares e a indugdo de raizes, conforme
se pode observar na Figura 36. O meio com IBA pode, assim, ser considerado um
meio com eficiéncia no enraizamento considerando que o numero total de rebentos
produzidos por explante e transferidos formaram na generalidade raizes.

Comparando o nosso trabalho com os trabalhos realizados para o enraizamento de
estruturas caulinares de outras espécies de Hypericum, verificamos que, a
semelhanga do descrito para Hypericum androsaemum, também o enraizamento em
Hypericum canariense (Mederos, 1991) foi conseguidlo em meio com
macronutrientes de MS, a meia for¢a ¢ com IBA. No entanto, este autor também
verificou o efeito positivo de NAA no processo de enraizamento.

Resultados semelhantes foram descritos para o enraizamento de estruturas
caulinares de Hypericum linarifolium (Santos et al., 1993), embora estas estruturas
tivessem tido origem noutro tipo de explante.

O papel positivo de IBA no processo de enraizamento foi também demonstrado
em Hypericum perforatum. Pretto e Santarém (2000) referiram que os rebentos

caulinares obtidos a partir do tecido caloso foram enraizados em todos os meios



Propagag#o in vitro da planta medicinal Hypericum androsaemum Resultados e discussdo

O papel positivo de IBA no processo de enraizamento foi também demonstrado
em Hypericum perforatum. Pretto e Santarém (2000) referiram que os rebentos
caulinares obtidos a partir do tecido caloso foram enraizados em todos os meios
avaliados, embora as percentagens mais elevadas fossem obtidas em meio MS, a
meia forga, independentemente da presenga ou ndo, de IBA. No entanto, uma
reducdo ligeira na formagfo de raizes foi observada em meio MS, na auséncia de
IBA. A presenca de IBA no meio de enraizamento, de Hypericum perforatum,
parece ter tido efeito no nimero de raizes induzidas por rebento, tendo o nimero de
raizes sido mais elevado, na presencga deste regulador. As raizes induzidas em meio
contendo IBA sfo mais espessas e mais ramificadas enquanto que as induzidas sem
IBA sdo mais finas e mais longas.

Pelo contrario, em Hypericum foliosum (Moura, 1998), o enraizamento ndo foi
promovido pela adigdo de IBA nem de qualquer outro regulador de crescimento. A
auséncia de enraizamento para todos os reguladores de crescimento testados pode,
segundo a autora, ser explicada pelo facto deste ser realizado em estruturas
caulinares originadas a partir de explantes excisados de plantas estabelecidas no
campo. Embora tenham sido usadas plantas, com um ciclo de crescimento como
fonte preferida de explantes, o seu grau de diferenciagdo é mais elevado do que o
das plantulas obtidas por germinacdo das sementes, aumentando, entdo, a
dificuldade no enraizamento in vitro.

As plantulas com maior vigor, de Hypericum androsaemum, com raizes obtidas
em meio solido durante a 2* subcultura foram transferidas para meio liquido
MS/B5, sem reguladores de crescimento e sem sacarose. Esta transferéncia
promoveu o crescimento e o desenvolvimento de raizes e assegurou, assim, uma
elevada taxa de sobrevivéncia das plantulas apds a sua transplantagéo.

As mesmas plantulas permaneceram neste meio liquido, cerca de 2-3 semanas,
tendo sido possivel observar durante este periodo de tempo o aumento de tamanho
das estruturas caulinares ¢ o desenvolvimento das raizes (Figura 39). Quando estas
plantulas apresentaram, entdo, um tamanho e raizes suficientemente desenvolvidas,
foram mudadas para um substrato terroso, constituido por uma mistura de terra com
himus. O impacto da transplantagio teve sucesso uma vez que o desenvolvimento
das plantulas continuou a realizar-se normalmente.

Em Hypericum androsaemum foi testado como meio de indugéo de raizes o meio

MS, a meia for¢a, suplementado com 0,2 mg/L de IBA, o qual se mostrou ser
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eficiente. Entretanto, o crescimento e a multiplicagdo de raizes foi conseguido,
positivamente, em meio liquido MS/BS5, sem IBA e sem sacarose. De salientar que
os segmentos nodais utilizados foram excisados a partir de plantulas jovens de
Hypericum androsaemum, resultantes da germinacdo de sementes in vitro. Nestas
plantulas o grau de diferencia¢do é relativamente baixo o que possivelmente tornou
positivo o enraizamento promovido pelo IBA. Esta explicacdo tem como base o
trabalho realizado com Hypericum foliosum (Moura, 1998), no qual foram usadas,
como fonte de explantes, plantas estabelecidas no campo, ja4 com um grau de
diferenciagéo significativo o que segundo a autora e, como ja foi referido, explica o

efeito negativo do IBA e do NAA, no enraizamento.

Figura 39 - Proliferagio de raizes, em meio liquido MS/B5, sem reguladores de
crescimento e sem sacarose. Notar o aumento do nimero e o engrossamento
de raizes.
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2.3. Transplante e aclimatizac¢io

As plantulas de Hypericum androsaemum desenvolvidas in vitro foram finalmente
transferidas para condigdes ex vitro, sendo entdo, nesta etapa, plantadas em vasos
com uma mistura de terra e de turfa. Depois de se ter procedido a transferéncia das
plantulas para vasos, estes foram ainda mantidos na cdmara de cultura, e debaixo de
uma cobertura plastica (Figura 40). Deste modo, foi possivel que a fase de
aclimatizagdo se processasse convenientemente proporcionando-se de forma gradual
um aumento de intensidade luminosa ¢ uma diminui¢do da humidade relativa e da
temperatura. Observou-se que as plantulas tinham uma sobrevivéncia elevada desde
que a terra se mantivesse com uma humidade relativamente elevada.

A sobrevivéncia das plintulas que entretanto continuaram a crescer, manteve-se
elevada mesmo quando foi retirada a cobertura pléstica (Figura 41).

Passadas duas semanas de permanéncia na cAmara de crescimento as plantas ja
comecaram a aparentar um certo vigor o que iria garantir sucesso na adaptagio ao
meio ambiente exterior. Foram, entdo, transferidas primeiro para uma estufa e
posteriormente para o ar livre (Figura 42), de modo a completar-se o seu ciclo de
desenvolvimento. A evocacio floral verificou-se em Maio (Figura 43), € em Julho
deu-se o aparecimento dos frutos (Figura 44). Estes mais tarde amadureceram,
adquiriram a cor negra e libertaram as sementes.

A metodologia que acabamos de descrever permitiu, com sucesso, a multiplicagio
in vitro de Hypericum androsaemum através da proliferacdo de rebentos axilares.

Este método de propagacio que implica a aboli¢do da dominéncia apical, da qual
resulta uma activagio e multiplicagdo dos gomos axilares, tem sido utilizada para a
propagagio em larga escala de vérias plantas (Rani e Raina, 2000). Estudos
efectuados sobre a regeneracdo de plantas a partir destas regides meristemdticas
mostraram que a variagdo somaclonal ¢ minima (Illg, 1990), podendo obter-se
plantas completas num intervalo de tempo relativamente curto. Comparativamente a
outros métodos de micropropagagdo, a estabilidade genética das plantas
micropropagadas por esta via é significativamente superior, s6 comparavel ao das
plantas obtidas por embriogénese somatica directa (Gratapaglia ¢ Machado, 1990;

Rani e Raina, 2000 e citagdes ai referidas).
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Figura 40 — Aclimatizagio.
Plantulas na cémara
de crescimento, com
cobertura de plastico
para evitar alteragdes
rapidas do ambiente
fisico de cultura.

i Figura 41 — Plantas sem cobertura
s plastica, na cimara de
' crescimento.

Figura 42 — Plantas em aclimatizag@o na cAmara de crescimento e apresentando vigor
suficiente para serem transplantadas para a estufa exterior.
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Figura 43 — Planta a completar o
seu ciclo de vida de
desenvolvimento em
condigdes ex vitro.

Figura 44 - A) Pormenor da planta em crescimento ex vitro.
B) Aspecto da flor.
C) Fruto em formagdo, inicialmente com uma cor clara mas que posteriormente adquire
a cor negra.
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CONCLUSAO

Para cada espécie e de acordo com o objectivo de investigagdo vérios trabalhos
tém sido realizados. Muitas espécies de plantas sdo capazes de regeneragdo quer por
organogénese quer por embriogénese somatica, mas poucas espécies sdo capazes de
soffer regeneragio por ambos 0s processos. Algumas espécies sdo facilmente
regeneradas a partir de tecido caloso ou de cultura de células enquanto outras sio
regeneradas somente por um processo de rebentos adventicios (Phillips e
Hubstenberger, 1995).

De acordo com o objectivo principal proposto, o nosso trabalho desenvolvido com
Hypericum androsaemum, permitiu definir as condigdes de cultura para a
micropropagagio desta espécie. A propagagdo in vitro pode ser facilmente obtida,
em H. androsaemum, pela via da proliferagio de rebentos a partir de nodulos
axilares. A regeneragio de rebentos foi efectivamente induzida em segmentos nodais
(fragmentos de caule com nodulos simples) inoculados no meio base MS/B5
suplementado com diferentes concentragdes de BA (0,1, 0.2, 0,5 e 1,0 mg/L). Este
regulador de crescimento, BA, ao fim de 2-3 semanas, possibilitou a multiplicagio
de gomos e posterior desenvolvimento de estruturas caulinares. E interessante notar
que o aumento de concentragdo de BA no meio ndo afectou significativamente a
regeneragio. Esta citocinina nfo promoveu o enraizamento. Os rebentos caulinares
enraizaram facilmente apos transferéncia para o mesmo meio base MS/BS, a meia
forca, com sacarose a 2% e suplementado com 0,2 mg/L IBA. A utilizagdo de uma
citocinina exégena, com concentragdo baixa pode levar a pensar que a auxina
endogena era elevada. O enraizamento foi efectuado em meio solido.
Posteriormente, o aumento do nimero, do tamanho ¢ engrossamento das raizes foi
realizado em meio liquido, sem reguladores de crescimento ¢ sem sacarose.

De referir que durante o estabelecimento dos explantes foi necessério eliminar os
compostos fendlicos exsudados para o meio de cultura o que foi conseguido usando
como anti-oxidante, o 4cido ascorbico. Assim, a utilizagdo de um anti-oxidante,

tornou possivel aumentar significativamente a quantidade de plantas produzidas.
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Quando se utilizaram como explantes fragmentos de caule e folha, foram testados
alguns reguladores de crescimento. As auxinas NAA e 2.4-D, em diferentes
concentra¢des, foram associadas a diferentes concentragdes de BA e KIN. Em
alguns meios de cultura foi adicionado, isoladamente, o 2,4-D em concentragdo de
1,0, 2,0 e 3,0 mg/L. Nestes meios testados s foi possivel obter tecido caloso,
embora a quantidade de tecido caloso apresenta-se variagdes no seu aspecto € cor.
Em todos os meios em que estavam presentes os reguladores de crescimento NAA
associado a KIN, foi possivel observar a formagdo de raizes e a diminuigdo da
producgdo de tecido caloso. Num dos meios com 1,0 mg/l. de 2,4-D e 1,0 mg/L
também se verificou uma manifestagdo muito ligeira de organogénese radicular.
Outras duas excepg¢des foram o meio com 0,1 mg/L de NAA adicionado a 1,0 mg/L
de BA e o meio com 0,1 mg/L. de 2,4-D adicionado a 1,0 mg/L de BA, em que
houve obten¢do de pouca quantidade de tecido caloso e obtengdo de rebentos,
embora com pouco sucesso. Os reguladores, NAA, 2,4-D, BA e KIN, utilizados
mostraram a ndo eficiéncia na regeneragdo de H. androsaemum, uma vez que ndo
levaram a indugfo controlada da competéncia nos explantes usados. Por outro lado,
os explantes de folha e caule nio mostraram competéncia embriogénica ou
organogenica.

O insucesso encontrado na resposta morfogenética dos explantes de folha e caule,
de Hypericum androsaemum, nos varios meios acima referidos, aponta a
necessidade de se ensaiarem outros reguladores, nomeadamente o TDZ, que
permitiu a regeneragdo de plantas de Hypericum perforatum a partir de culturas de
hipocétilo, quando outros reguladores testados, como por exemplo a BA e o TAA,
ndo foram eficazes (Murch et al., 2000a). O TDZ ¢ um regulador sintético potente e
¢ altamente efectivo na morfogénese in vitro, podendo ser usado para induzir uma
série de respostas de diferenciagio e desdiferenciagdo (Murthy et al., 1998). Pensa-
se que este regulador possa modular a actividade hormonal endogena (Benson,
2000).

O 4cido ascorbico também poderd ser empregue em trabalhos futuros com a
espécie deste trabalho dado que, em algumas espécies, o seu uso levou a um
aumento de organogénese (Joy et al., 1988).

O estudo da ac¢do do etileno produzido pelas culturas in vifro também ndo seria de

colocar de lado dado que pode ser um factor de recalcitrancia. O etileno esta
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envolvido em muitas respostas de morfogénese e tanto pode promover como inibir a
morfogénese (Benson, 2000).

Sera também importante verificar a resposta de outros tipos de explantes e mesmo
de explantes em diferentes estadios fisiologicos de desenvolvimento, de modo a

tentar testar outros métodos de micropropagacao.
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