UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS DE LISBOA

Biotransformacao e regeneracao
em culturas de raizes transgénicas de
Levisticum officinale:
efeito no crescimento e producao de volateis

Inés Santos Nunes

Mestrado em Biologia Celular e Biotecnologia

2007



UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS DE LISBOA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA VEGETAL

Biotransformacao e regeneracao
em culturas de raizes transgénicas de
Levisticum officinale:
efeito no crescimento e producao de volateis

Inés Santos Nunes

Mestrado em Biologia Celular e Biotecnologia

Dissertacdo orientada por: Professora Doutora Ana Cristina Figueiredo

2007



"Uma viagem de mil quildmetros comeca com um passo."
Antigo provérbio taoista



Agradecimentos

Desejo em primeiro lugar agradecer a Professora Doutora Cristina Figueiredo pela
orientacdo, ajuda e apoio dada no trabalho realizado e na revisdo desta tese. Pelo seu
interesse, amizade, grande disponibilidade e paciéncia, até nas viagens mais dificeis.

Aos professores Luis Pedro e Helena Trindade, pela amizade, preocupacéo e revisédo
desta tese.

A Monya Costa e ao Hélder Pereira pela ajuda prestada nas primeiras semanas no
laboratdrio.

Ao meu amigo e companheiro de trabalho Jorge Faria, pelo seu bom humor, pelas
peripécias no laboratério, pelo convivio, conversas divertidas e gargalhadas desde a lavagem
de rolhas as horas passadas a frente do computador.

A amiga Marta Mendes, pelo seu companheirismo no trabalho, pela preocupacéo e
apoio e pelos momentos de convivio muito divertidos.

A Sofia Borges, a companheira de laboratério mais recente, pelos momentos de
convivio.

A Ana Fulgéncio, & Marta Bento, Marta Delgado e a todos os colegas e amigos que
ajudaram a descontrair nos momentos de lazer.

Ao Ricardo, pela preocupacdo, carinho e incentivo. Por toda a sua paciéncia e
disponibilidade.

Aos meus pais, pela amizade e carinho, por terem sempre acreditado em mim e
incentivado a fazer aquilo que gosto.

A minha avé Rosa, pelo carinho e pela preocupacdo demonstrada em relacdo aos
meus almocos.

A Joana, a minha irma, pelo seu bom humor, pelas conversas prolongadas sobre a sua

vida de artista que sempre me divertiram.



Abreviaturas

°C - Graus Celsius

°C.min™" - Graus Celsius por minuto

Acetil-CoA - Acetil co-enzima A

AS - Acido salicilico

BA - Benziladenina

BAP - Benzilaminopurina

CGL - Cromatografia gas-liquido

CGL/MS - Cromatografia gas-liquido acoplada espectrometria de massa

cm - Centimetro

cm.s™ - Centimetros por segundo

CoA - co-enzima A

DB1 - Coluna capilar de cromatografia gas-liquido, com fase imobilizada de metilsilicone
DB1 — Coluna capilar de cromatografia gas-liquido, com fase imobilizada de metilsilicone
DB-17HT - Coluna capilar de cromatografia gas-liquido, com fase imobilizada de
fenilmetilsilicone

DB-17HT — Coluna capilar de cromatografia gas-liquido, com fase imobilizada de
fenilmetilsilicone

DIC - Detector de ionizacdo de chama

DMAPP - Dimetilalil pirofosfato

DXP - 1-Deoxi-D-xilulose fosfato

eV - Electrao-volt

FID — Detector de ionizagdo de chama

FPP - Farnesil pirofosfato

g - Grama

g.I" - Grama por litro

GGPP - Geranilgeranil pirofosfato

GPP - Geranil pirofosfato

h - Hora

HMGR - 3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase

IPP - Isopentenil pirofosfato

IR - indice de retencdo

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry

kD - Kilodalton

kV - Kilovolt

m - Metro

m —metro

MEP - Metileritritol fosfato

mg - Miligrama

mg.I'1 - Miligrama por litro

min - Minuto



min — Minuto

ml - Mililitro

ml — Mililitros

ml.min™ - Mililitro por minuto

mm - Milimetro

mM - Milimolar

mm —milimetro

MS/2 - Meio de cultura de Murashige e Skoog (1962) diluido para metade
p.f.- Peso fresco

p.s. — Peso seco

PAL - Fenilalanina aménia liase
r.p.m - Rotag¢des por minuto

Ri - Root inducing

rol - Root locus

s — Segundo

SAR - solugdo aquosa remanescente
SH - Meio de cultura de Schenk e Hildebrandt (1972)
u - Unidades de massa atomica
UV-C - Radiagéo ultravioleta C

v - Vestigial

v/v - Volume por volume

I - Microlitro

pMm - Micrémetro



Resumo

Levisticum officinale W. D. J. Koch, vulgarmente conhecido por levistico, € uma planta
herbacea, perene, pertencente a familia Apiaceae e nativa do Sudoeste da Asia. O levistico é
conhecido pelas suas propriedades medicinais e aromaticas que se devem sobretudo ao seu 6leo
essencial. As culturas de raizes transgénicas permitem a obtengdo de uma produgcdo homogénea
e continuada de compostos de origem vegetal e a transformagdo de substratos exdgenos. No
presente trabalho, utilizaram-se raizes transgénicas de L. officinale mantidas em meio SH, em
escuriddo permanente, a 24°C, sob agitagcdo a 80r.p.m. Foram efectuados ensaios para testar a
aptiddo de regeneracdo espontanea, e induzida, de plantas a partir destas raizes transgénicas.
N&o se observou regeneracdo espontdnea, nem em JIFFY “pellets”, nem em meio de cultura
MS/2, e a Higromicina B (2mg.I", 5mg.I" e 7 mg.I"), o acido salicilico (41 mg.I", 83 mg.I",
138 mg.l'1) e a radiagdo UV (por periodos de 30min ao longo de 3 dias) também n&o tiveram um
papel indutor de regeneragdo. Foi ainda avaliada a capacidade de biotransformacéo das raizes
transgénicas de L. officinale, estudando o efeito da adi¢do, em separado, de mentol e do geraniol,
(25 mg.I'"), ao fim de 15 dias em cultura, na morfologia, no crescimento e na produgao de volateis.
O crescimento foi avaliado por medicdo do peso fresco e seco e pelo método de desassimilagao
durante 7 semanas. Os volateis foram isolados por destilacdo-extrac¢cdo, num aparelho do tipo
Likens-Nickerson, e analisados através de CG e CG-EM, ao longo do crescimento.
Comparativamente com as culturas controlo, as culturas as quais se adicionou mentol e geraniol
ndo demonstraram nem alteragbes morfolégicas nem no seu crescimento, quando avaliado por
determinagdo do peso fresco e seco e pelo método de desassimilacdo. A adicdo de mentol ndo
induziu a produgdo de novos volateis, sendo o 6leo isolado destas raizes transgénicas dominado
por z-falcarinol, n-octanal e z-ligustilido, tal como o das culturas controlo. A adigdo de geraniol
induziu a produgao de seis novos volateis, o linalol, a-terpeniol, nerol, citronelol, neral e acetato de
geranilo. As concentragdes relativas de mentol, de geraniol e alguns dos seus produtos de
biotransformacgao diminuiram ao longo do tempo de ensaio. A analise dos volateis extraidos apos
a adicao de B-glicosidase a agua de destilagdo, mostrou que pelo menos parte do mentol,
geraniol, nerol, neral e citronelol foram armazenados sobre a forma glicosilada nos vacuolos das

células das raizes transgénicas de levistico.

Palavras chave: raizes transgénicas, regeneragéo, biotransformacao, glicésidos, volateis, mentol,

geraniol.



Abstract

Levisticum officinale W. D. J. Koch, commonly known as lovage, is an herbaceous and
perennial Apiaceae plant native to south western of Asia. Lovage is known for its medicinal and
aromatic properties mainly due to its essential oil. The hairy roots cultures allow the attainment of a
homogeneous and continuous production of plant metabolites as well as the transformation of
exogenous substrates. In the present work, L. officinale hairy roots maintained in SH medium,
under darkness, at 24°C, at 80r.p.m. were used. The ability for spontaneous and induced
regeneration of plants from lovage hairy roots was studied. There was no spontaneous
regeneration, neither in JIFFY pellets, nor in MS/2 culture medium, and Higromicin B (2mg.l'1,
5mg.I" e 7 mg.I"), salicylic acid (41 mg.I'", 83 mg.I'", 138 mg.I'") and UV radiation (for periods of
30min during 3 days) also did not show a regeneration inducing role. In this work, the
biotransformation capacity of L. officinale hairy roots cultures was also studied by evaluating the
effect of the separate addition of menthol and geraniol, (25 mg.l'1), after 15 days in culture, in the
morphology, growth and volatiles production. Growth was evaluated by measurement of the fresh
and dry weight and by the dissimilation method during 7 weeks. The volatiles were isolated by
distillation-extraction using a Likens-Nickerson-type apparatus, and analyzed by GC and GC-MS,
during the hairy root growth. When compared with the control cultures, the menthol and geraniol
added cultures showed no morphological differences, and also no changes in their growth were
detected when evaluated by the fresh and dry weight and by the dissimilation method. The addition
of menthol did not induce the production of new volatiles, the volatiles of these hairy roots being
dominated by z-falcarinol, n-octanal and z-ligustilide, like the control cultures. The addition of
geraniol induced the production of 6 new volatiles, linalool, a-terpeniol, nerol, citronellol, neral and
geranyl acetate. The relative amounts of menthol, geraniol and some of its biotransformation
products decreased during the course of the experiment. The analysis of the extracted volatiles,
after the addition of B-glycosidase to the remaining distillation water, showed that part of the
menthol, geraniol, nerol, citronellol and neral, were stored, in the glycosidic form, in the vacuoles of

lovage hairy roots.

Keywords: hairy roots, regeneration, biotransformation, glycosides, volatiles, menthol, geraniol.
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Introdugéo

1. Introducéo

1.1. Levisticum officinale

Levisticum officinale W. D. J. Koch (Apiaceae), vulgarmente designado levistico, € uma
planta glabra, perene e herbacea, cultivada em varios paises europeus (Bylaité et al. 1998) e
nativa do Sudoeste da Asia (Irdo) e Sul da Europa (Tutin 1968 em Szebeni-Galambosi et al. 1992).
O levistico € uma das 4250 espécies dos 460 géneros das Apiaceae (Umbelliferae). Esta familia é
caracteristica pelos seus canais secretores contendo resinas e 0Oleos essenciais ricos em
monoterpenos, sesquiterpenos e poliacetilenos. As Apiaceae abrangem muitas plantas
comestiveis, algumas consideradas especiarias, outras plantas venenosas, medicinais e
ornamentais (Judd et al. 2002). Embora seja mais conhecida pelo nome levistico, esta planta
possui uma variedade de nomes comuns, sendo conhecida como erva da pequena idade
(“smallage”), levistico italiano, salsa do amor, planta Maggi e semente da bexiga (Mabey et al.
1988 em Hogg et al. 2001). O nome cientifico € uma distor¢do do seu nome passado, Ligusticum
apium, derivado da “Liguria” em ltalia, onde crescia em abundancia, e de “apium” referente ao
aipo, visto que partilham um aroma semelhante. Legusticum scoticum, é outro nome cientifico pelo
qual é conhecido e que se refere ao levistico escocés, conhecido como levistico do mar. E nativo
das areas costeiras da Escocia e da Irlanda do Norte, e das costas oeste da Noruega, Suécia e
Dinamarca (Hogg et al. 2001).

O levistico pode atingir uma altura de 2-2,5 m, as folhas s&do pinadas (divididas em 2 ou 3
segmentos), largas e de cor verde brilhante. As umbelas sdo compostas, com flores amarelas, e
os frutos possuem 5-7 mm com uma forma longa e ovada (Heeger 1956 em Szebeni-Galambosi et
al. 1992), Fig. 1.1. Em aparéncia e na composi¢cdo do seu 6leo essencial, esta planta, lembra
outros membros das Apiaceae como a angélica Chinesa (Angelica sinensis), e & conhecido pelos
chineses como Danggui europeu (Zschocke et al. 1998).

O levistico possui propriedades aromaticas, sendo utilizado na perfumaria, industria do
tabaco e alimentar (Cu et al. 1990), onde é utilizada na produgdo de condimentos como, por
exemplo, os cubos Maggi (Blank & Schieberle 1993). Possui também propriedades medicinais,
atribuindo-se-lhe actividades estomacais, emenagogas, expectorantes (Lawless 1995) e
especialmente as suas raizes, acgoes diuréticas e carminativas (Segebrecht & Schilcher 1988).
Foi por isso cultivado ao longo dos séculos pelas suas diversas propriedades e a sua utilizagao
remonta @8 Roma antiga. Durante a idade Média, o levistico foi utilizado como um remédio
universal. Os monges Beneditinos utilizavam a sua semente para problemas digestivos e de
flatuléncia (Stuart 1989 em Hogg et al. 2001), duas propriedades ainda promovidas hoje.

As raizes de Levisticum officinale (levistico) sdo, usualmente, um dos ingredientes de uma
mistura de ervas de cha, pertencendo as doze plantas mais utilizadas no tratamento de problemas

de vesicula e renais (Hagenstrom e Elze 1986 em Segebrecht e Schilcher 1988). Visto que todas
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as partes da planta sdo extremamente aromaticas, exibindo um forte aroma a aipo, o levistico é
cultivado pelas suas raizes, folhas, sementes e 6leos essenciais. Existem varias publicagbes
relativamente ao estudo dos 6leos essenciais de L. officcinale, sendo que alguns atribuem um
particular interesse as suas raizes (Gijbels et al. 1982, Toulemonde & Noleau 1988, Cu et al. 1990,
Szebeni-Galambosi et al. 1992, Blank & Schieberle 1993, Bylaité et al. 2000, Santos et al. 2005). A
raiz do levistico possui uma longa histéria na medicina e ainda é actualmente indicada nas
ervanarias para indigestdées com colicas, flatuléncia, infecgbes dos brénquios e problemas

menstruais (Polunin e Robbins 1993).

Figura 1.1. Levisticum officinale W.D.J. Koch: (A) folha [1]", (B) frutos [1], (C) raizes (Polunin e Robbins
1993), (D) planta com umbelas de flores amarelas [1].

No estudo dos compostos volateis constituintes de L. officinale, registou-se a presenca de
mais de 190 compostos nos 6leos essenciais das raizes, sementes e folhas. Verificou-se que a
composicado quimica do 6leo essencial destilado das diferentes partes botanicas da planta é
diferente (Dauksas et al. 1999). Por exemplo, a propor¢céo de B-felandreno nos 6leos das raizes &
pequena, cerca de 4%, comparado com o 6leo da semente, onde € o componente maioritario
(63%) (Szebeni-Galambosi et al. 1992). Uns dos constituintes mais representativos e importantes
do dleo essencial de levistico sao ftalidos, que constituem mais de 70% do total dos compostos
volateis constituintes do 6leo essencial extraido das raizes, e cerca de 6% do extraido das
sementes (Toulemonde e Noleau 1986 em Dauksas et al. 1999). A variagdo do conteido da planta
em ftalidos depende do clima, do ambiente ecoldgico onde a planta cresce e da maturidade das

raizes colhidas para a produgédo do 6leo (Ruimian et al 1982 em Cu et al. 1990). Sdo também
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constituintes destes 6leos essenciais, derivados de sesquiterpenos e monoterpenos. O 6leo
essencial pode variar de 0,8% a 1,1% nas sementes, 0,6% a 1,0% nas raizes e 0,05% a 0,15%
nas folhas (Maghami et al. 1979 em Toulemonde e Noleau 1988).

A Alemanha, Hungria, Holanda, Polénia e Bélgica sdo os principais produtores de L.

officinale (Szebeni-Galambosi et al. 1992).

1.2. Metabolitos secundarios

O conceito de metabolito secundario pode ser atribuido a Albrecht Kossel, um fisiologista
vegetal, que foi o primeiro a definir estes metabolitos em oposi¢cdo aos metabolitos primarios
(Bourgaud et al. 2001, Hadacek 2002). Os compostos quimicos das plantas podem ser
classificados como sendo primarios ou secundarios, dependendo se tém, ou nao, um papel
essencial no metabolismo da planta e se estdo universalmente presentes em todas as plantas.
Enquanto que os constituintes primarios incluem os agucares vulgares, os aminoacidos, as purinas
e as pirimidinas dos acidos nucleicos, etc., os constituintes secundarios compdéem todos os outros
constituintes quimicos das plantas, desde os alcaléides aos terpendides e das acetogeninas aos
fendlicos e representam substancias que ndo parecem ter um papel essencial no metabolismo,
que variam na sua distribuicdo de planta para planta (Harborne 1999), estando diferencialmente
distribuidas por grupos limitados do reino vegetal (Croteau et al. 2000).

O metabolismo secundario parece desempenhar um papel importante na sobrevivéncia da
planta no seu ambiente, contribuindo largamente para a adaptagcdo destas nos ecossistemas
(Bourgaud et al. 2001). A atraccdo de animais polinizadores e dispersores de sementes, a acgao
bactericida, fungicida e antiviral de protec¢do contra a herbivoria e patégenos (ex: fitoalexinas), a
toxicidade e poder anti-germinativo contra outras plantas (alelopatia), sdo algumas fungdes
desempenhadas por metabolitos secundarios (Wink 1988, Verpoorte et al. 2002). Para além disto,
estes compostos determinam aspectos de qualidade dos alimentos, como o gosto, o sabor e
cheiro, e a cor de muitas plantas e flores ornamentais tendo neste ultimo aspecto importancia na
biodiversidade (Verpoorte e Memelink 2002).

Originalmente, pensava-se que os metabolitos secundarios ocorriam apenas nas plantas
superiores, mas estudos revelaram que sédo também sintetizados por bactérias, plantas inferiores
e fungos. Actualmente é sabido que ocorrem em todos os grupos de organismos Vvivos
(Hadacek 2002).

Devido as suas extensas actividades biologicas, os metabolitos secundarios foram usados
durante séculos na medicina tradicional. Nos nossos dias, fazem parte da composicdo de
farmacos, cosméticos, quimicos finos e mais recentemente nutracéuticos (Bourgaud et al. 2001) e
de outros produtos industriais, como tinturas, aromas, fragrancias, fibras, fixadores, venenos,

agentes de curtimento, etc. (Yazaki 2004).
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1.2.1. Alcaldides

Os alcaléides constituem o grupo de metabolitos secundarios que contem o maior nimero
de compostos com actividade biolégica. Até a data mais de 12000 alcaléides foram isolados e as
suas estruturas identificadas (Croteau et al. 2000, Yazaki 2004). Os alcaldides encontram-se em
15% das plantas vasculares pertencentes a mais de 150 familias. Estdo distribuidos
particularmente nas familias de dicotiledoneas: Apocynaceae, Berberidaceae, Rubiaceae,
Asteraceae, Papaveraceae, Papilionaceae, Ranunculaceae, Rutaceae, Fabaceae,
Menispermaceae, Lauraceae e Solanaceae. No entanto, estes compostos também ocorrem nas
plantas inferiores, animais e microorganismos (Bhat et al. 2005).

Sao considerados metabolitos azotados (Edwards e Gatehouse 1999) devido ao facto da
sua estrutura aromatica se encontrar ligada a um atomo de azoto. Este atomo é maioritariamente
derivado do residuo de um aminodacido, ou seja, a maior parte dos alcaléides das plantas séo
biossintetizados a partir de um aminoacido. De acordo com os aminoacidos dos quais derivam os
alcaléides sao classificados em varios grupos: isoquinolinicos, pirrolizidinos, quiolizidinos,
tropanos, purinos e outros subtipos menores (Yazaki 2004).

Os alcaldides sao muitas vezes substancias venenosas com fungbes de proteccdo das
plantas contra insectos e herbivoria, produtos finais de reac¢des de desintoxicagdo de compostos
que de outro modo poderiam ser perigosos para a planta, substancias de reserva capazes de
fornecer azoto ou outros elementos necessarios ao desenvolvimento da planta, reguladores de
crescimento semelhantes a hormonas ou subprodutos do metabolismo da planta (Bhat et al.
2005).

1.2.2. Terpenos

O nome desta classe de compostos deriva do nome da resina terebintina, de onde foram
isolados pela primeira vez (Croteau et al. 2000). Os terpenos, também denominados terpendides,
constituem um largo grupo de metabolitos naturais, sendo conhecidos actualmente mais de 36000
terpendides individuais (Hill 2002 em Liicker 2002).

A grande diversidade de terpenos deve-se a grande variabilidade das suas estruturas e de
grupos funcionais. Todos derivam de uma uUnica molécula constituida por cinco carbonos (C5), o
isopentenil difosfato (IPP) (Licker 2002), a partir da qual se originam varios compostos através da
fusdo de “cauda-cabec¢a” de duas ou mais unidades em C5. Moléculas formadas a partir de uma
unidade em C5 sao denominadas hemiterpenos (C5H8) e moléculas formadas por duas unidades
em C5 sao denominadas por monoterpenos (C10H16). Os sesquiterpenos compostos por trés
unidades em C5 tém a formula C15H24. Os compostos em C20H32 sao formados por quatro
unidades em C5 e sdo denominados diterpenos. O isopreno é considerado o unico hemiterpeno,
mas os derivados deste, contendo oxigénio, como o prenol ou o acido isovalérico sao

hemiterpendides (Baser e Demirci 2007).
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A biossintese de todos os terpenos pode ser dividida em 4 passos: 1) sintese do precursor
fundamental, IPP, 2) adi¢cdes repetitivas do IPP para formar uma série de homodlogos prenil
difosfato, que servem como precursores imediatos de diferentes classes de terpendides, 3) acg¢ao
de sintases especificas na produgdo dos esqueletos terpénicos, 4) modificagbes enzimaticas
secundarias dos esqueletos para originar funcionalidade e uma grande diversidade de compostos
(Croteau et al. 2000). Demonstrou-se que as plantas superiores possuem duas vias biossintéticas
distintas para a biossintese de IPP, a via do acetato/mevalonato, e a via independente do
mevalonato (Rohmer 1999).

A via classica do acido mevalénico envolve dois passos de condensagao de trés moléculas
de acetil-CoA pelas enzimas acetil-CoA aciltransferases e hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA)
sintase para produzir HMG-CoA. O composto em C6 é reduzido pela HMG-CoA reductase para
acido (3R)-mevaldnico (mevalonato). O mevalonato é depois convertido a IPP, através de duas
fosforilagdes e uma descarboxilagdo. A IPP isomerase catalisa a conversao de parte do IPP para
dimetilalildifosfato (DMAPP) (Figura 1.2) (Licker 2002). A via independente do mevalonato, foi
encontrada em bactérias, algas verdes e nos plastos das plantas superiores. Esta via, descoberta
recentemente, tem como percursor do IPP, o composto em C5, 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato
(DOXP), formado a partir do gliceraldeido 3-fosfato (GAP) e do piruvato (Rohmer 1999). Esta via
foi denominada por via MEP, devido ao 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), formado pela DOXP-
reductoisomerase (DXR) a partir do DOXP. Em seguida, o MEP é convertido, através de varios
passos, no seu Ultimo intermediario, que é convertido em IPP e DMAPP (Hecht et al. 2001,
Rohdich et al. 2002), Fig. 1.2.

A via do mevalonato é responsavel pela biossintese de esterdides no citosol. Os
isoprenoides, como os carotendides, plastoquinona e o fitol sdo biossintetizados pela via
independente nos plastos (Yazaki 2004) Fig. 1.3. Os sesquiterpenos (C15), triterpenos (C30) e
politerpenos s&do produzidos no citoplasma e no reticulo endoplasmatico. Enquanto que o
isopreno, os monoterpenos (C10), diterpenos (C20) e tetraterpenos (C40) nos plastos (Croteau et
al. 2000). O IPP e o DMAPP d&o origem ao geranil pirofosfato (GPP), que € o percursor imediato
dos monoterpenos. A formagédo de neril pirofosfato (NPP) a partir de GPP origina um grande
numero de esqueletos aciclicos, ciclicos, biciclicos e triciclicos. Reacgdes como oxidagao, redugao
e hidratacao através de varias terpeno ciclases resulta na formagdo de numerosos derivados de
terpenos. A condensacao de GPP e IPP leva a formagéao de farnesil pirofosfato (FPP), o percursor

dos sesquiterpenos (Baser e Demirci 2007).
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Figura 1.2. Biossintese do precursor IPP: duas vias independentes (adaptado de Baser e Demirci 2007).

A producado de grandes quantidades de terpendides, assim como o seu armazenamento,
emissao e secrecdo, esta relacionado com a existéncia de estruturas anatémicas altamente
especializadas. Os tricomas glandulares, as cavidades secretoras das folhas e as epidermes
glandulares das pétalas das flores originam e armazenam O6leos essenciais terpénicos que séo
importantes para a polinizagdo através de insectos (Croteau et al. 2000). O desenvolvimento
destas estruturas especializadas pode estar relacionado com a fitotoxicidade de alguns terpenos,
que em elevadas concentragdes podem ter uma acgéo lesiva para as estruturas biologicas
(Weidenhamer et al. 1993 em Lucker 2002).
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Figura 1.3. Localizagéo celular da via do mevalonato e via independente nas plantas (adaptado de Yazaki
2004)
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Os terpenos estdo envolvidos em importantes processos como a fotossintese, na
constituicdo dos sistemas clorofilinos, no transporte de electrbes, na arquitectura da membrana
celular e regulagao do desenvolvimento celular (Gershenzon e Croteau 1993 em Licker 2002)
Podem ter fungdes mais especializadas na defesa (algumas fitoalexinas, alimentag¢éo de insectos,
fitotoxinas competitivas) e reproducao (na atrac¢do de polinizadores e de animais dispersores de
sementes). Estas fungbes estdo normalmente associadas a compostos em C10, C15 e C20 da
familia dos terpenos (Harborne 1991 em Licker 2002). Para além da sua importancia ecolégica,
estes compostos, sdo de grande importancia comercial, visto que cada vez mais se compreende o
seu papel na prevengéao e terapia de varias doengas, incluindo o cancro, e a sua actividade como
insecticidas naturais e agentes microbianos, propriedades que podem ser aplicadas na produgéo
agricola e como bases para a sintese de muitos compostos de interesse (Carvalho e Fonseca
2006).

1.2.3. Fendis

Os compostos fendlicos s&o estruturas aromaticas com um ou mais grupos hidroxilo, que
podem ser substituidos por grupos metil ou glicosil (Harborne 1999). Sdo um grupo ubiquo de
metabolitos secundarios de plantas que compreende os acidos hidroxibenzéicos, os
fenilpropandides e compostos derivados destes precursores. A maior parte dos fendis derivam da
via do acido xiquimico, Fig. 1.4, através dos fenilpropandides com um pequeno nimero de fenois
derivados do acido 3-dehidroxiquimico (Edwards e Gatehouse 1999). Na via do acido xiquimico, o
primeiro passo na formacdo de compostos benzénicos e fenilpropandides é catalisado pela L-
fenilalanina amoénio liase (PAL), que actua na desaminagéo da fenilalanina para dar origem ao
acido trans-cindmico. A partir deste podem formar-se compostos benzénicos volateis e
flavonoides. Na formagao de substancias volateis benzénicas, o acido trans-cinamico sofre uma
descarboxilagdo (perda de dois carbonos) formando-se compostos como o acido benzoico e
salicilico (2-hidroxil benzoico). Estes sdo precursores, através da acgdo de metiltransferases, de
aromas florais como o metil benzoato e o metil salicilato (Yazaki 2004). Os flavondides sdo um
grupo diversificado de compostos fendlicos derivados das chalconas formadas dos precursores
xiquimato e acetato. As chalconas originam-se a partir da condensacao do acido p-hidroxicindmico
com a malonil coenzima A. A isomerizagao das chalconas da origem a flavanonas (Edwards e
Gatehouse 1999). Existe uma via regularmente faseada da chalcona para a flavanona, flavona e
flavonol. Os flavolanos ou taninos condensados s&o os produtos finais desta via (Harborne 1999).

Os fenilpropandides sao frequentemente encontrados em 6leos essenciais de plantas e sao
importantes como aromas e ingredientes de perfumes. Sdo especialmente comuns em plantas
pertencentes a familia Apiaceae e a ordem Magnoliales. O termo fenilpropandide é usado num
modo mais restrito para indicar um numero relativo de compostos volateis em que a funcao
carbonil foi removida, reduzida ou modificada (Seigler 1998). Os fenilpropandides sédo constituidos

por um ou mais fragmentos C6-C3, sendo a unidade em C6 o anel benzénico (Baser e Demirci
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2007). Ao sofrerem ciclizagbes dao origem as cumarinas (Edwards e Gatehouse 1999).

Muitos destes metabolitos secundarios estdo envolvidos na interacgao planta-patégeno, na
proteccdo contra o stress abidtico e a formagcdo de componentes estruturais. No contexto da
defesa da planta, os fenilpropanoides tém sido estudados extensivamente por muitos
investigadores (Chapple et al. 1992, Batz et al. 1998, Weisshar e Jenkins 1998, Hu et al. 1998).
Um dos compostos fendlicos mais abundantes no reino vegetal, derivado da via geral de
fenilpropanodides, é a lenhina. E um componente bésico biossintetizado e acumulado nas paredes
celulares das células dos vasos condutores xilémicos e presente, igualmente, nas paredes
celulares das células do esclerénquima (tecido de suporte interno). E responséavel pelo aspecto
lenhoso de algumas plantas (Yazaki 2004).

Devido a sua toxicidade, os compostos fendlicos sdo raramente encontrados como
agliconas na sua forma livre, estando maioritariamente armazenados como conjugados
glicosidicos (formas soluveis em agua) localizados no vacuolo ou conjugados com o0s
componentes das paredes celulares (Edwards e Gatehouse 1999). Muitas classes de fendis

ocorrem como glicdsidos e muitas formas diferentes foram descritas (Harborne 1999).

O//’“wﬁ\w/-r;h nco-”“‘wf\r;ﬁm
|

| . A
~ 2 =

= Aldeido cinamico Acetato de cinamilo
H 0. OH O, _OH
o (o)

5 ]/ 5 ki WO 2 AN
O ™0 — Xy - A~ HO ‘

T3 =1 (e B A
HO™ 7 "OH  HO” ™" "OHHO™ ™y "0 'cooH =, o () | [ /L

OH OH OH ! ’_,u M \.«/’/\“'0' ~0
S
D-glucose Acido xiquimico  Acido curismico Acido cindmico CUMARINAS

Fenilalanina

Via do dcido xiquimico > / l \

o:;:/)* L T QUINONAS
UM N NN AciDos FENGLICOS
(8]

FENILPROPANOIDES

Figura 1.4. Via do acido xiquimico na formacédo de compostos fendlicos (adaptado de Baser e Demirci 2007).

1.2.4. Poliacetilenos

Os poliacetilenos sao derivados da via do acetato-malonato e estdo, deste modo,
relacionados com os acidos gordos, nomeadamente nas reacgdes iniciais desta via biossintética
(Seigler 1998). Os poliacetilienos sdo importantes na quimiossistematica como compostos
marcantes de algumas familias de plantas superiores como as Apiaceae e as Asteraceae. A sua
presengca em alimentos € de interesse consideravel, visto que os poliacetilienos possuem um
grande numero de efeitos benéficos para o consumo humano. Os poliacetilenos sao antifungicos
potentes, compostos antibacterianos e nematicidas, que podem ser utilizados na agricultura

bioldgica. As experiéncias in vitro indicam que alguns poliacetilenos podem ser anti-alergénicos e
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ter actividades anti-inflamatérias. Em adigdo, os poliacetiienos demonstraram ser citotdxicos
contra linhas de células cancerigenas e potenciar a citotoxicidade de outras drogas
anti-cancerigenas (Zidorn et al. 2005). Deste grupo de compostos, destaca-se o falcarinol que é
um poliacetileno de baixa toxicidade para o homem, com uma poderosa capacidade anti-fungica e

potencial anti-cancerigena (Seigler 1998).

1.2.5. Acidos gordos

Os acidos gordos sdo componentes insoluveis em agua que podem ser extraidos com
solventes ndo polares. A sua actividade bioldgica é diversa. Muitos s&do metabolitos primarios e
estdo envolvidos na respiracdo ou armazenamento de energia e nas membranas celulares, sendo
ubiquos nas plantas, como os acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico e também os acidos
miristico e laurico (Seigler 1998). Outras moléculas em pequenas quantidades desempenham um
papel crucial como coenzimas, transportadores de electrbes, pigmentos de absor¢céo de luz,
hormonas, etc. (Bhat et al. 2005).

Os derivados de acidos gordos insaturados fazem parte de importantes aromas de frutos
durante o seu amadurecimento. A formagéo do sabor ¢é iniciada quando os acidos gordos livres
sdo libertados dos lipidos por lipases e ligagdes duplas especificas sdo peroxidadas por
lipoxigenases para produzir hidroperoxidos. A clivagem [-oxidativa e as descarboxila¢cdes dos

acidos gordos formam compostos como as lactonas e ésteres volateis (Marasco e Dannert 2007).

1.3. Producéo de metabolitos secundérios

Durante séculos, o Homem foi totalmente dependente das plantas, como fonte da sua
alimentacado, vestuario e de compostos quimicos utilizados na medicina, na farmacia e em
diversas industrias (Rao e Ravishankar 2002). Actualmente, 75% da populagdo mundial utiliza as
plantas na medicina tradicional. As plantas continuam a fornecer novos produtos e modelos
quimicos para a formagéo de novos farmacos, visto que a constituigdo quimica de um grande
numero de espécies ainda ndo se encontra caracterizada. Quase um quarto de todos os farmacos
prescritos contém compostos que sdo directa ou indirectamente (semi-sintese) derivados de
plantas (Marasco e Dannert 2007). A andlise quimica e a caracterizagdo das estruturas
moleculares tém contribuido para a identificacdo destas plantas e da sua bioactividade através de
ensaios controlados (Rao e Ravishankar 2002). Por outro lado, devido as complexas estruturas de
alguns compostos a sintese organica ndo é rentavel, e a extrac¢do a partir das plantas adultas é o
método mais utilizado economicamente para obter importantes metabolitos secundarios (Balandrin
et al. 1985, Dicosmo e Misawa 1995 em Srivastava e Srivastava 2007).

Uma maior preocupacao por parte do consumidor pelo impacto dos compostos sintéticos na

sua saude e no ambiente leva a uma maior procura de produtos naturais € a um aumento do seu
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mercado (Vanderhaegen et al. 2003). A procura de substancias naturais, biologicamente activas,
tem encorajado a utilizagdo de 6leos essenciais como agentes antimicrobianos e antioxidantes em
alimentos. Para tal contribuiu o facto de os 6leos essenciais aliarem o seu papel aromatizante a
serem produtos naturais e biodegradaveis, apresentarem baixa toxicidade para os mamiferos e
poderem desempenhar, simultaneamente as fungdes de mais do que um dos seus equivalentes
sintéticos (Figueiredo et al. 2007).

Para além dos cultivares destinados a alimentacédo das populagdes, a agricultura mundial
inclui também o cultivo de plantas produtoras de metabolitos secundarios com grande valor pelas
suas caracteristicas aromaticas e atributos terapéuticos, utilizados na industria quimica e da
perfumaria (Sangwan et al. 2001). No entanto, a produgéo por parte das plantas ndo é sempre
satisfatoria. Pode estar restrita a espécie ou ao género, pode ser estimulada durante uma fase
particular do crescimento ou desenvolvimento da planta, apresentar sazonalidade e depender da
area geografica, variar sob condigbes de stress ou disponibilidade de nutrientes. Para além destes
factores, algumas plantas s&o dificeis de cultivar e crescem lentamente, sendo necessario
colhé-las no seu habitat correndo-se o risco de extingdo (Verpoorte et al. 2002). O progresso
recente relativamente a técnicas de cultura de tecidos vegetais e células possibilitou a produgéo
de compostos naturais de interesse in vitro, controlando os varios factores que influenciam a
produgédo, mas também a proteccao de espécies (Zhong 2001, Yazaki 2004). As células de
plantas em cultura sdo biossinteticamente totipotentes, o que significa que cada célula possui a
informacdo genética completa, tendo a capacidade de produzir os compostos quimicos
constituintes da planta mae e oferecendo um sistema de produgédo definido, uniforme e de
qualidade. Para além disso, € possivel produzir novos compostos que ndo sao normalmente
encontrados na planta mae e a biotransformagao de novos produtos a partir de substratos baratos
(Rao e Ravishankar 2002). Para algumas espécies, foi possivel passar de uma escala laboratorial
para processos industriais, na produgéo de compostos puros como a cinchonina, o taxol/placlitaxel
e berberina (Verpoorte et al. 2002). A produgdo em grande escala através de bioreactores foi
extensivamente estudada. Para além do interesse industrial, as culturas de células de plantas sédo
um sistema modelo para o estudo da biossintese dos metabolitos secundarios (Verpoorte et al.
2000). No entanto, apesar dos estudos extensos na optimizagdo dos meios de crescimento e
producgédo e selecgéo de linhas celulares, a produgéo de alguns compostos com valor terapéutico é
muito baixa ou quase nula. Isto deve-se ao facto das culturas indiferenciadas se tornarem
geneticamente instaveis perdendo a sua capacidade biossintética (Srivastava e Srivastava 2007).
Além disso, os metabolitos secundarios sao por definicio um produto da diferenciacdo. Outras
abordagens como o crescimento de células diferenciadas (culturas de raizes e caules) e a indugao
de vias com varios eliciadores (Verpoorte et al. 2002) podem ser uma solug¢ao para o aumento da
producao de certos compostos in vitro. Em muitos casos a producdo de metabolitos secundarios
pode ser potenciada pelo tratamento das células indiferenciadas com eliciadores como o

metiljasmonato, acido salicilico, quitosana e metais pesados (Poulev et al. 2003).
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Por outro lado, o aumento do conhecimento das enzimas biossintéticas e dos genes
correspondentes e a compreensdo da regulagao das vias metabdlicas das plantas, pode levar a
sobreprodugdo dos compostos de interesse através de engenharia genética de plantas e de
células microbianas (Marasco e Dannert 2007). As sequenciagdo genémica de alguns organismos
modelo como a Arabidopsis thaliana, Medicago trunculata e Clarkia brecucri revelou familias de
enzimas, como as citocromo P450, glicosiltransferases e metiltransferases, conhecidas como
estando envolvidas na biossintese de produtos naturais (Kicbenstein et al. 2001, Pichersky et al.
2006, D’auria e Gershenson 2005 em Marasco e Dannert 2007). Sé algumas plantas foram
estudadas em detalhe relativamente as vias de metabolitos secundarios. Sao exemplos, o tabaco
(antocianinas/flavonoides, terpendides, alcaldides), Catharanthus roseus (alcaldides, esterdides,
brassindlidos, flavondides) e Chinchona (antraquinonas e alcaléides) (Verpoorte et al. 2000). Uma
estratégia com impacto futuro na produgdo de aromas naturais esta relacionada com a sintese
total de terpendides pela engenharia genética construindo a via do mevalonato a partir de oito
genes de Saccharomyces cerevisiae em Escherichia coli (Martin et al. 2003). A meta é a
construgéo de uma fabrica celular provida dos precursores universais dos terpenos, isopentenil
pirofosfato e dimetilalil pirofosfato, pela sintese de novo. Isto pode levar a biossintese de uma
variedade de terpenos visto que genes codificantes das sintetases terpénicas podem ser
expressos no mesmo hospedeiro (Martin et al. 2003, Schrader et al. 2004). A expressao funcional
de enzimas geradoras de aromas em bactérias ou leveduras constituem um ponto inicial para um
bioprocesso optimizado, mas s6 o estabelecimento de niveis elevados de expressdo podem
transferir esta biocatalise para a célula (Schrader et al. 2004). O desenho de microorganismos
recombinantes para aumentar a produ¢do de moléculas de compostos naturais aromaticos tem
sido intensamente investigado tanto na drea académica como na industrial, com vista a possibilitar
os mesmo beneficios econdémicos que outras aplicagdes industriais baseadas em processos da
biotecnologia moderna. Alguns microorganismos candidatos ja foram sequenciados: Bacillus
subtilis, Brevibacterium linens, Clostridium acetobutylicum, Corynebacterium glutamicum,
Gluconobacter oxydans, Lactococcuslactis, Pseudomonas putida, Streptococcus thermophilus,
Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica e Aspergillus niger (Schrader 2007)

Na natureza, os fungos podem produzir uma grande variedade de metabolitos. Os fungos
patogénicos sao uma grande fonte de metabolitos e a maior parte ainda é desconhecida, diferindo
na estrutura quimica, actividade bioldgica, mecanismos de accgao e especificidade. Podem ser
utilizados como pesticidas naturais, no entanto, a sua toxicidade em relagdo ao Homem é muitas
vezes desconhecida (Vurro 2007). As leveduras e os seus produtos contribuem para o aroma e
sabor, sendo biocatalisadores de processos de fermentacdo ou biotransformagdo dos
componentes alimentares, produzindo uma grande variedade de produtos com caracteristicas
desejaveis (Abbas 2006).

A biotecnologia oferece a oportunidade de explorar a célula, o tecido, o 6rgdo ou o

organismo crescendo-o in vitro e manipulando-o geneticamente para a produgdo de compostos
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desejados (Rao e Ravishankar 2002). No entanto, a evolugédo de estratégias de biocatalise ndo
depende somente da area cientifica e da viabilidade tecnolégica mas também da percepgéo
publica do uso da engenharia genética para o melhoramento da qualidade dos alimentos e de

processos de produgdo mais amigos do ambiente (Schrader et al. 2004).

1.4. Oleo essencial

De entre os compostos anteriormente referenciados como metabolitos secundarios, os
terpenos, alguns compostos fendlicos como os fenilpropanodides, os poliacetilenos e até alguns
acidos gordos, podem ocorrer nos 6leos essenciais produzidos, e armazenados, em estruturas
secretoras especializadas, existentes em muitas espécies de plantas.

Um o6leo essencial, também definido como esséncia, 6leo volatil ou 6leo etéreo, € uma
mistura complexa de constituintes volateis. O Conselho da Europa descreve um 6leo essencial
como sendo um produto obtido a partir de material vegetal (Anénimo 2000). E definido como 6leo
devido a sua natureza liquida a temperatura ambiente. A sua ocorréncia e fungdo na natureza
continuam a ser questbes sujeitas a pesquisa. No entanto, ha uma evidéncia de que as plantas
produzem Oleos essenciais para a sua defesa e sinalizagdo como parte do seu metabolismo
secundario. Os 6leos essenciais ocorrem maioritariamente nas plantas aromaticas. As Apiaceae,
Asteraceae, Cupressaceae, Hypericaceae, Lamiaceae e Zygophyllaceae sdo familias ricas em
Oleos essenciais (Bager e Demirci 2007).

A escala de distribuicdo dos dleos essenciais de plantas pelos seus grupos taxondémicos &
paralela a variedade de estruturas celulares especializadas, internas ou externas, existentes em
cada familia. Estas estruturas produzem e secretam combinacgdes qualitativas e quantitativas
variaveis dos constituintes volateis que compdem os dleos destas plantas (Sangwan et al. 2001).

Em geral, os terpenos (mono- e sesquiterpenos) sdo os constituintes predominantes dos
Oleos essenciais. No entanto, a maioria dos Oleos sdo extremamente complexos na sua
composicdo, possuindo uma grande variedade de entidades quimicas com elevada
funcionalidade, pertencentes a diferentes classes de compostos (alcoois e aldeidos terpénicos,
cetonas, fenilpropanoides e derivados, alcanos e alcoois alifaticos). Os 6leos essenciais séo
aplicados na area da saude, na industria alimentar e da cosmética, reconstituindo aromas e
fragrancias naturais, que s&o resultado de uma combinagédo de centenas de compostos, muitos

dos quais em concentragdes vestigiais (Barroso e Pedro 1991).

1.4.1. Isolamento e analise de compostos volateis

Os compostos volateis sao extraidos maioritariamente por processos de destilagdo. De
entre os processos de isolamento de volateis salientam-se a hidrodestilacdo, a destilacao-

extracgdo, extracgédo por solvente, extraccao pelo vacuo, destilagdo por arrastamento de vapor e
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extracgao com didxido de carbono supercritico, Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Processos de extracgdo de compostos volateis.

Processo de extrac¢ao

Tipo de extractor

Descri¢cao

Hidrodestilagéo
(Barroso e Pedro 1991)

Extractor de Clevenger

Os componentes do 6leo essencial sdo extraidos e
volatilizados pela agua em ebuligdo, sendo
ulteriormente recolhidos por condensagao.

Rapida quantificagdo do volume de dleo destilado.

Destilagao-Extracgao
Lickens-Nickerson
(Likens e

Nickerson 1964)

Extractor de Likens-
Nickerson

A extracgdo é realizada a nivel do condensador, na
fase de vapor, através de um solvente organico volatil
imiscivel com a agua (ex.: pentano)

Extracc¢ao por solvente
(Barroso e Pedro 1991)

Extractor de Soxhlet

Extracgdo com solventes de baixo ponto de ebuligao.
Nao sujeita o 6leo a temperaturas elevadas.

Extracgéo por vacuo
(Barroso e Pedro 1991)

Extractor de vacuo

Extracgdo por aquecimento do material vegetal a seco,
sob pressdo reduzida. No final do processo o 6leo é

extraido da agua por extracgido liquido-liquido com
pentano.

Destilacdo por passagem de vapor agua através de
uma mistura de agua com uma substancia organica
total ou parcialmente imiscivel.

Evita a decomposi¢cdo térmica e oxidagdo. Permite
separar componentes mais volateis de outros menos
volateis.

Extraccdo a baixas temperaturas. Inexisténcia de
artefactos, o CO, é um gas com excepcionais
propriedades como solvente: ndo € explosivo, é
quimicamente inerte e sem odor nem sabor. Extracgéo
de compostos volateis com elevada qualidade.
Necessidade para equipamento especifico para cada
produto a extrair, sendo por issO um processo
dispendioso.

Destilagao por
arrastamento de vapor
saturado

Sistema de arrastamento
de vapor sobreaquecido

Destilagao por
arrastamento de vapor
(Pombeiro 1983)

Equipamento para
extracgao por didxido de
carbono supercritico

Extracgdo com diéxido
de carbono supercritico
(Dauksas et al. 1999)

Os problemas que se podem encontrar na extracgao estdo relacionados com a localizagéo
do o6leo essencial em estruturas especializadas, que podem ser internas, como é o caso dos
canais e das bolsas, e em que a velocidade de difusdo é relevante no processo de extraccdo ou
quando o o6leo é produzido por tricomas, que sao estruturas secretoras externas. A técnica de
cromatografia gasosa, associada a espectrometria de massa tem-se revelado de grande utilidade
na analise dos componentes dos 6leos, com particular incidéncia para os de menor concentragao
(Barroso e Pedro 1991).

A cromatografia gasosa (CG) é baseada na particao das substancias entre uma fase liquida
estacionaria e uma fase gasosa movel. Para o transporte da fase movel o soluto necessita de
permanecer algum tempo na fase de vapor e é necessaria uma pressdo de vapor a uma dada
temperatura seleccionada para a separagdo. A temperatura de 350°C é considerada o limite
praticavel, devido a capacidade maxima do forno e a estabilidade da fase estacionaria. A
aplicagcdo da cromatografia gasosa é por isso limitada aos compostos que tém pontos de ebulicdo
abaixo dos 450° e que sdo estaveis a temperatura de separagcdo. Na sua maioria, os compostos

dos 6leos essenciais tém pontos de ebuligio menores e sdo um grupo perfeitamente adaptado
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para a analise por cromatografia gasosa. A separagdo entre dois compostos € baseada na
diferenca de pontos de ebulicdo e as diferentes interacgbes com a fase estacionaria. Em regra, os
componentes dos 6leos essenciais eluem pela seguinte ordem: hidrocarbonetos monoterpénicos,
monoterpenos oxigenados, hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados
(Beek 1999).

Na espectrofotometria de massa, as moléculas sdo bombardeadas com um feixe de
electrbes de energia elevada. As moléculas ionizam-se em muitos fragmentos, alguns dos quais
sdo ides positivos. Cada espécie de ides possui um determinado valor da razdo da massa para a
carga, ou valor m/e. Como a maioria dos ides possui carga 1, m/e é simplesmente a massa do ido.
Analisa-se o conjunto de ides de forma a obter-se um sinal para cada valor de m/e que estiver
representado e a intensidade de cada sinal traduz a abundancia relativa do ido que o produz. O
pico mais intenso denomina-se pico de base e as intensidades dos varios picos exprimem-se
numa escala relativa, atribuindo-se o valor 100 a este pico. O espectro de massas é representado
por um grafico onde se exprimem as intensidades relativas dos sinais correspondentes aos varios
valores de m/e, sendo esta uma caracteristica altamente individualizada dos compostos. Os
espectros de massa podem ser utilizados na verificacdo da identidade de dois compostos e na

verificagdo da estrutura de um novo composto (Morrison e Boyd 1996).

1.5. Raizes transgénicas

Desde os principios dos anos 80, que as raizes transgénicas ou hairy roots séo utilizadas
como um sistema experimental no estudo do metabolismo das raizes (Robins 1998) e vistas como
uma alternativa as culturas de suspensbes celulares na produgdo de compostos quimicos em
larga escala (Lanoue et al. 2004). Além disso, sdo uma opg¢éao a colheita destrutiva de espécies em
que as raizes acumulam metabolitos de elevado interesse econdmico (Guillon et al. 2006).

As raizes transgénicas sao caracterizadas por apresentarem elevadas taxa de crescimento
como as culturas celulares e células nao organizadas (calli), mantendo um fendtipo estavel como
uma raiz nao transformada (Tone et al. 1997), e possuirem uma elevada estabilidade genética,
considerada uma vantagem na cultura de 6rgaos (Giri e Narasu 2000, Giri et al. 2001, Choi et al.
2004). Muitos estudos usando diferentes raizes transformadas demonstraram uma estabilidade
genética e bioquimica de mais de 10 anos (Baiza et al. 1999, Lanoue et al. 2002, Maldonado-
Mendoza et al. 1993 em Lanoue et al. 2004) nao produzindo quimeras ou variagbes somaclonais
como as respectivas culturas celulares (Saxena et al. 2007). As hairy roots podem também ser
consideradas um bom sistema no estudo da biologia das raizes, na formacado de raizes
secundarias e pélos radiculares e da interacgdo da raiz com patdgenos (Figueiredo et al. 2006) e

organismos simbidticos (Jolicoeur et al. 1998).
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1.5.1. Transformacgao genética

Agrobacterium rhizogenes é uma bactéria do solo gram-negativa responsavel pelo sindrome
hairy root em plantas (Giri and Narasu 2000, Bourgaud et al. 2001, Hu e Du 2006, Srivastava e
Srivastava 2007). Quando a bactéria infecta a planta o T-DNA entre as regides TR e TL do
plasmideo Ri da bactéria, indutor da formacdo de raizes, é transferido e integrado no genoma
nuclear da planta hospedeira. Este T-DNA possui um conjunto de genes responsaveis pela
producdo de enzimas que controlam a biossintese de auxinas e citocininas. O novo balango
hormonal induz a formagdo de uma proliferagdo de raizes, denominadas por hairy roots, que
emergem do local da infecgdo. O fendtipo das hairy roots € caracterizado por um crescimento
rapido, independente de hormonas, com auséncia de geotropismo e geneticamente estavel. Estas
raizes tém a capacidade de crescer in vitro, na auséncia da bactéria estabilizadora, e geralmente
crescem melhor que as raizes néo transformadas da mesma espécie, apresentando uma grande
incidéncia de raizes secundarias laterais ao contrario das raizes ndo transformadas (Shen et al.
1988, Tone et al. 1997, Guillon et al. 2006, Hu e Du 2006). As ORFs (open reading frames) 10, 11
e 12 (rol (root locus) A, rol B e rol C, respectivamente), constituintes da regido plasmideo, séo
consideradas essenciais para a formacao das hairy roots (White et al. 1985). O gene rol B tem um
importante papel na indugdo das hairy roots, enquanto que o rol A e o rol C e as outras ORFs
actuam sinergisticamente para promover a indugéo de raizes (Spena et al. 1987, Aoki and Syono
1999 em Zdravkovic-Korac et al. 2004). Foi referido que os genes rol do Ri T-DNA induzem um
numero de mudangas relativamente a sensibilidade a fitohormonas e ao metabolismo das
fitohormonas (Ishizaki et al. 2002). Embora o mecanismo molecular de transferéncia do T-DNA
para a planta seja bastante semelhante ao da espécie Agrobacterium tumefaciens, a fisiologia
base da tumorogénese é fundamentalmente diferente. Os tumores de crown gall resultam da
sobreproducdo das fitohormonas auxinas e citocininas especificas dos genes T-DNA da A.
tumefaciens. Embora o T-DNA de alguns Ri-plasmideos das A. rhizogenes contenham genes
biossintéticos de auxinas, este loci ndo € sempre necessario para a formagado de hairy roots.
Diferentes estudos sugerem que os tumores de hairy roots resultam do aumento da sensibilidade
das células transformadas aos niveis enddégenos de auxinas (Gelvin 1990).

Mais de 450 espécies de diferentes géneros e familias (Juglandaceae, Lamiaceae,
Moraceae, Ranunculaceae, Solanaceae, Asteraceae, Cucurbitaceae, Plumbaginaceae,
Apocynaceae, Asclepdiadaceae e Apiaceae) sdo conhecidas como sendo susceptiveis a infecgdo
com esta bactéria. As opinas, produzidas pelos tecidos das plantas infectadas, actuam como um
substrato nutritivo para a bactéria na rizosfera (Hamill e Lidgett 1997, Srivastava e Srivastava
2007) Baseado nos tipos de opinas produzidas, as estirpes de A. rhizogenes podem ser
separadas em cinco linhas: octopinas, agropinas, nopalinas, manopinas e cucumopinas (Zhou et
al. 1998 em Hu e Du 2006). As estirpes agropina sao as estirpes mais utilizadas devido a sua forte
capacidade de indugdo (Hu e Du 2006). A escolha do tipo/estirpe de A. rhizogenes é conhecida

por influenciar a frequéncia de transformagao, a capacidade de crescimento, a morfologia, e a
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qualidade e quantidade de producdo de metabolitos secundarios (Lourencgo et al. 1999, Fu et al.
2005).

No estabelecimento de hairy roots podem utilizar-se diferentes tipos de material vegetal,
como folhas, hipocoétilos ou protoplastos. O material é ferido e inoculado com A. rhizogenes.
Usualmente dois ou trés dias depois, o explante é transferido para um meio de cultura com
antibidticos como a cefotaxima, carbencilina, vancomicina, ampicilina ou tetraciclina de modo a
eliminar a bactéria. Para a confirmacdo da transformagédo das raizes, podem ser inseridos, no
plasmideo transformante, o gene da B-glucoronidase (GUS), o gene neomicina fosfotransferase
(NPT-II), que codifica para a enzima de resisténcia a canamicina, ou outros genes que conferem
resisténcia as raizes transgénicas em relagéo a antibioticos (Hu e Du 2006).

A transformagéo dos tecidos das plantas por infecgdo com A. rhizogenes mostrou poder
alterar tanto quantitativamente como qualitativamente o metabolitos produzidos (Shanks e Morgan
1999, Ishizaki et al. 2002).

Visto que a A. rhizogenes pode também transferir o T-DNA de vectores binarios (segundo
plasmideo), o plasmideo Ri tem sido amplamente usado como um vector de introdugao de DNA
externo num vasto leque de espécies de plantas dicotiledéneas (Cho e Widholm 2002, Ishizaki et
al. 2002). No entanto, verificou-se que os gendtipos das plantas hospedeiras podem afectar a

expressao dos genes transferidos (Hu e Du, 2006).

1.5.2. Crescimento das raizes transgénicas e producao de metabolitos secundarios

As raizes transgénicas diferem morfologicamente das raizes nao transformadas, sendo
mais ramificadas, com uma maior taxa de crescimento (Rhodes et al. 1997). O crescimento das
raizes transgénicas é efectuado pela formagcédo de muitas ramificagcbes laterais juvenis a partir de
ramificagcbes parentais num determinado periodo de desenvolvimento. A formagao de novas
células ocorre em tecidos especificos, os meristemas, ao passo que as outras células estdo na
fase da diferenciagdo, na formagéo de tecidos, como o floema e xilema (Kim et al. 1995). As raizes
transgénicas podem ser mantidas em condigdes in vitro através do sistema batch. Este método
consiste na manutengdo do material vegetal, sob agitagdo num volume fixo de meio de cultura
liquido. A biomassa aumenta até que um factor do ambiente de cultura se torne limitante e o
crescimento cesse (Chawla 2000 em Costa 2005). O crescimento das culturas de raizes
transgénicas apresenta cinco fases: 1) fase latente, de preparagao para a divisao celular, 2) fase
exponencial, na qual se da o crescimento maximo uma vez que a taxa de divisdo celular € maxima
e onde em regra geral, ocorre a produgao de metabolitos secundarios 3) fase linear, onde se
verifica um abrandamento na taxa de divisdo celular e um aumento de taxa de expanséo celular,
4) fase do decréscimo de crescimento, na qual as taxas de divisdo e alongamento celular
diminuem e, por ultimo, 5) fase estacionaria, na qual a biomassa permanece constante (Chawla
2000 em Costa 2005). Quando as culturas s&o subcultivadas para meio de cultura fresco, verifica-

se uma nova fase latente, & qual se sucedera a fase exponencial. E possivel a manutengdo
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continua das culturas na fase exponencial, por subcultivos frequentes, que permitem a obtencgéo
de uma grande quantidade de biomassa.

As raizes transgénicas exibem frequentemente uma maior capacidade biossintética para a
producdo de metabolitos secundarios do que culturas indiferenciadas e uma igual ou superior
capacidade que as plantas mée (Figueiredo et al. 2006, Srivastava e Srivastava 2007). As hairy
roots sdo também bons produtores de metabolitos secundarios tipicos das raizes nao
transformadas (Verpoorte 2002, Srivastava e Srivastava 2007). Uma limitacdo que se poderia
registar era a impossibilidade destas raizes produzirem compostos originarios das partes aéreas
da planta, no entanto, alguns estudos revelaram o contrario, verificando-se que metabolitos
encontrados nas partes aéreas da planta mae séo produzidos pelas raizes transgénicas (Hamill e
Lidgett 1997). Esta caracteristica pode dever-se a transformagéo das raizes, que afecta as vias
metabdlicas e leva a produgédo de novos compostos que ndo sdo produzidos normalmente neste
6rgao (Hu e Du, 2006). Por outro lado, ao constituirem sistemas isolados, as raizes em cultura ndo
tém acesso a precursores com origem noutra parte da planta e os compostos que na planta sao
translocados da raiz para outros locais, permanecem no seu local de sintese ou sdo excretados
para o meio de cultura (Rhodes et al. 1997, Figueiredo et al. 2001)

Na cultura de raizes transgénicas é necessario, para uma boa produgdo de metabolitos
secundarios, optimizar as condigbes de cultura estudando os varios factores conhecidos por
influenciarem o crescimento das raizes e a produgdo de compostos: a fonte de carbono e a sua
concentragdo, a concentragao iénica do meio, o pH do meio, a luz, as fitohormonas, a temperatura
e o estado do inéculo (Christen et al. 1992, Toivonen et al. 1992, Rhodes et al. 1994, Arroo et al.
1995, Bhadra et al. 1995, Vanhala et al. 1998, Morgan et al. 2000 em Hu e Du 2006). Diversas
estratégias podem ser utilizadas com o objectivo de aumentar a produgdo de metabolitos, entre
elas, a eliciagdo, o aumento da quantidade do precursor, a permeabilizacéo celular e a retengéo
das moléculas produzidas com adsorventes. O mensageiro vegetal metil jasmonato (MedJa) é
utilizado como eliciador, induzindo o metabolismo secundario sem afectar a taxa de crescimento
das culturas. Na permeabilizagdo celular podem utilizar-se detergentes, calcio, agentes quelantes,
sonificadores de modo a estimular a secre¢cao de metabolitos secundarios (Guillon et al. 2006).

As hairy roots sao um material promissor, ndo so6 pela producédo de metabolitos importantes
e uteis mas também no melhoramento de plantas através da regeneragéo de plantas transgénicas
com caracteristicas desejadas (Tone et al. 1997). Podem ser igualmente importantes na industria
farmacéutica, na produgédo de proteinas recombinantes e na area da fitorremediagdo devido a
elevada proliferagdo das raizes. Os progressos recentes no scaling-up das culturas de raizes
transgénicas tornam este sistema muito atractivo nos processos industriais (Guillon et al. 2006).
Desenvolvimentos mais recentes indicam que a tecnologia associada a cultura de raizes
transgénicas para a produgdo de farmacos passou de uma escala laboratorial para uma escala
industrial [2].

Os problemas que se podem colocar na utilizagdo do sistema de raizes transgénicas,
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incluem a variagao da capacidade de biossintese dos diferentes clones utilizados, a possivel perda
de cromossomas, e cosupressao entre os genes exogenos e endégenos (Hu e Du 2006).

A investigagao em curso foca-se no modo como se podera influenciar o metabolismo normal
das raizes, tendo como objectivo a producdo de quantidades aumentadas de compostos e a
producédo de novos compostos que leve a uma eventual aplicacdo em larga escala, sob custos
controlados, independente de factores sazonais e/ou das condi¢gdes ambientais (Figueiredo et al.
2006).

1.5.3. Regeneragdo em raizes transgeénicas

O interesse na utilizacdo de A. rhizogenes, como um vector de transformagéo, aumentou,
observando-se em muitos casos a regeneracao de plantas a partir das hairy roots e o seu normal
desenvolvimento no solo. Este fenédmeno foi pela 12 vez observado e registado por Ackermann
(1977) (Hamill e Lidgett 1997), seguindo-se registos sucessivos de regeneragdes de sucesso de
varias plantas a partir de raizes transgénicas (Ooms et al. 1985, Davey et al. 1987, Noda et al.
1987, Petit et al. 1987, Golds et al. 1991, Lambert e Tepfer 1991, Otani et al. 1993, Saitou et al.
1992, Uozumi et al. 1996, Stiller et al. 1997, Ohara et al. 2000, Yang and Choi 2000, Cho e
Widholm 2002, Ishizaki et al. 2002, Choi et al. 2004). A possibilidade de regeneragao de plantas a
partir de raizes transgénicas e a possibilidade, através da engenharia genética, da alteragdo das
propriedades das plantas estimularam o interesse em desenvolver procedimentos de regeneracao
(Subotic et al. 2003; Hamill et al. 1987 em Uozumi et al. 1996).

As hairy roots tém uma grande aplicabilidade na produgéo em larga escala de matérias Uteis
como enzimas e metabolitos secundarios. No entanto, a regeneracao de plantas a partir de raizes
transgénicas possibilita uma potencial utilizacdo destas na area agrondémica. Parece por isso
haver um maior interesse no estudo de regeneracdo de espécies cultivares, como algumas
leguminosas, registando-se um menor numero de estudos relativos a regeneragdo de espécies
aromaticas.

Verifica-se em muitas espécies que a regeneragdo a partir de raizes transgénicas
estabelecidas com A. rhizogenes é espontanea, ocorrendo a formacédo de shoots adventicios
(Christey 1997 em Koike et al. 2003). No entanto, algumas raizes transgénicas ndo apresentam
esta caracteristica. Foi demonstrado que este facto pode dever-se a espécie a que pertencem ou
pode estar relacionado com o tempo de cultura das raizes utilizadas, embora se verifique que as
raizes com mais tempo de cultura mantém um potencial de regeneracao estavel sendo capazes
de formar shoots quando o meio de cultura é suplementado com reguladores de crescimento (Cho
e Widholm 2002). Desta forma, pode observar-se que num numero de espécies de plantas, a
regeneracao a partir de raizes transgénicas pode ser observada quando se procede a cultura num
meio com reguladores/hormonas de crescimento (Trulson et al. 1986) e que por outro lado,
noutras espécies, as raizes transgénicas cultivadas a luz, ou em condi¢des de escuriddo, formam

shoots adventicios num meio sem fitohormonas (Petit et al, 1987, Saitou et al. 1992). Na espécie

18



Introdugéo

Astragalus sinicus verificou-se que a luz ndo era essencial a formagao de shoots desde que o
meio fosse suplementado com reguladores de crescimento. A formacao de shoots também ocorria
as escuras na presenca de TDZ (tidiazuron) e BAP (6-benzilaminopurina) (Cho e Widholm 2002).
Em raizes de rabano com pouco tempo de cultura, ndo houve formagao de shoots na escuridao,
por outro lado em condig¢des de luz as raizes produziram muitos shoots com elevada frequéncia e
sem a presenga de reguladores de crescimento (Saitou et al. 1992). Num estudo feito em
Angelonia salicarifola a maior frequéncia de regeneracdo foi obtida num meio contendo BA
(benziladenina) com iluminagao permanente. A iluminagdo permanente foi mais favoravel a
regeneracao do que a escuridao permanente (Koike et al. 2003). Em espinafres (Spinacia oleracea
L.) observou-se que uma grande concentragdo de auxinas era necessaria para a indugao de calli
de raizes transformadas, reflectindo o resultado obtido em raizes nao transformadas (Ishizaki et al.
2002). A formagéao de shoots adventicios in vitro estd dependente de varios factores, incluindo os
geneéticos, o estado fisiolégico das raizes transgénicas e as condi¢gdes quimicas e fisicas da
cultura (Saitou et al. 1992).

As plantas regeneradas a partir de raizes transgénicas possuem um fenétipo caracteristico,
como internds encurtados, folhas enrugadas, uma abundante massa de raizes com ramificagdo
lateral (Tepfer 1984 em Ishizaki et al. 2002), reducdo da dominancia apical e alteragdo do
tamanho, forma e cor das suas flores (Choi et al. 2004). Algumas mudangas morfolégicas podem
ser hereditarias para algumas espécies (Tepfer 1984 em Cho e Widholm 2002). As plantas
derivadas de hairy roots de tomate produzem flores e frutos com sementes viaveis, no entanto
pode-se observar uma severa redugao do tamanho das sementes. Apesar de algumas alteragées
deletérias das partes aéreas das plantas derivadas de hairy roots, a grande proliferacédo de raizes
pode ser usada no desenvolvimento de rootstocks de cultivares de interesse (Peres et al. 2001).
Fragmentos de hairy roots e primérdios de caules adventicios tém sido estudados para a aplicagéo
em sementes artificiais (Uozumi et al. 1996). Este fenodtipo caracteristico € consequéncia da
expressao dos genes rol. Os genes, rol A, rol B e rol C sdo conhecidos por estarem relacionados
com o metabolismo/sensibilidade das células transformadas em relacdo as fitohormonas
giberelinas (Moritz and Schmilling 1998), auxinas (Delbarre et al. 1994) e citocininas (Faiss et al.
1996). Neste sentido, a expressédo do genes rol pode influenciar o processo de regeneragao nas
hairy roots e o fendtipo das plantas regeneradas (Peres et al. 2001, Cho e Widholm 2002). No
entanto, em tabaco verificou-se que outros genes para além dos rol localizados em TI-DNA da A.
rhizogenes, podem alterar a morfogénese e a sensibilidade a hormonas das plantas transgénicas
(Lemcke and Schmiilling 1998). Observou-se que diferentes linhas de raizes transgénicas de uma
mesma espécie podiam originar regenerantes com fendtipos semelhantes a plantas obtidas da
germinacao da semente. Esta diferenca de fendétipos pode estar relacionada com diferengas na
expressdo dos diferentes genes rol nas diferentes linhas (Cho e Widholm 2002). As plantas
transgénicas produzidas das raizes transgénicas ndo apresentam quimeras, porque as hairy roots

tém origem em células unicas e sdo formadas por células transformadas uniformemente
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(Ohara 2000).

Um dos interesses na regeneracao de plantas a partir de raizes transformadas é o estudo
da composigéo volatil da planta transformada em relagéo a planta nao transformada. No entanto,
nao existem muitos registos, visto que este interesse esta ligado as espécies aromaticas. Um
estudo em Pelargonium sp. refere que o 6leo essencial de 81% das plantas transformadas era
semelhante qualitativamente as plantas selvagens/nao transformadas (Saxena et al. 2007).

Uma regeneracgao eficiente pode levar, através da inser¢cdo e expressao de transgenes, a
modificagdo das propriedades das plantas, como o aumento da produgdo de um metabolito

secundario de interesse por parte desta.

1.5.4. Biotransformagao em raizes transgénicas

A biotransformacgao baseia-se num conjunto de reac¢des quimicas catalisadas por células,
orgdos ou enzimas. Tem um grande potencial para gerar novos produtos ou para produzir
produtos conhecidos de uma forma mais eficiente, levando a cabo conversdes de substratos
complexos usando células vegetais, animais ou microbianas ou enzimas purificadas como
catalisadores (Giri et al. 2001).

A biotransformagédo através de culturas celulares de plantas é considerada um método
importante para converter de modo barato e abundantemente compostos organicos em compostos
mais uteis de acordo com a capacidade das culturas celulares de plantas para produzirem
especificamente metabolitos secundarios (Suga e Hirata 1990 em Shimoda et al. 2006). As
reacc¢des envolvidas na biotransformagdo de componentes orgénicos por culturas de células de
plantas incluem a oxidacao, reducéo, hidroxilacao, esterificagcdo, metilagédo, isomerizagao, hidrélise
e (glicosilagao (Ishihara et al. 2003). As vantagens de utilizar culturas de células como
biocatalisadores sdo o seu crescimento em laboratério em ciclos de 1 ou 2 semanas, a sua
homogeneidade, a reprodutibilidade durante todo o ano e a acumulagdo de grandes quantidades
de produtos pretendidos (Ishihara et al. 2003).

Nos processos de biotransformacgéo catalisados por enzimas vegetais, conhecem-se varios
compostos quimicos existentes na natureza que podem ser submetidos a biotransformacéo:
esterdides, alcaldides, cumarinas, terpendides, lenhinas e outros. No entanto, ndo é necessaria a
extraccao destes compostos directamente da planta, visto que podem ser utilizados substratos de
origem sintética (Giri et al. 2001). As enzimas de plantas podem ser aplicadas na produgdo da
totalidade de novos farmacos e podem ser utilizadas para modificar farmacos ja existentes
melhorando o seu espectro de bioactividade. Por exemplo, os efeitos secundarios do farmaco
podem ser reduzidos e a estabilidade pode ser aumentada pela modificagdo da molécula mae (Giri
et al. 2001). Na industria farmacéutica, a primeira biotransformacao realizada envolvolveu a
producdo de uma penicilina modificada produzida através de uma Unica reacg¢ao catalizada por
uma penicilina aciclase imobilizada (West 1996 em Rao e Ravishankar 2002)

A biotransformacao pode apresentar varios inconvenientes, como a baixa solubilidade dos
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precursores, a toxicidade dos precursores e dos produtos e a diversidade metabdlica que pode
levar a produgédo de subprodutos ou a degradagdo de moléculas alvo (Schrader et al. 2004). A
glicosilagdo é uma das reacgbes quimicas que ocorre prontamente nas células das plantas como
resposta a toxicidade dos precursores ou a sua baixa solubilidade. Estes precursores passam para
a sua forma glicosilada sendo armazenados no vacuolo. A conjugagéo glicosil tem um interesse
especial, pela possibilidade de produzir novos produtos, assim como converter substancias
insolUveis em agua em compostos soluveis (Ishihara et al. 2003). Esta reacgao tem uma aplicagéo
industrial, nas industrias farmacéutica e alimentar (Berger e Drawert 1988 em Figueiredo et al.
1996).

No melhoramento dos processos de biotransformagéo, sistemas como os microbianos
podem ser mais vantajosos, visto que possuem um crescimento rapido e a metodologia relativa a
manipulagéo genética de microorganismos esta bem estabelecida (Giri et al. 2001). Por outro lado,
a imobilizacdo de culturas de células de plantas oferece algumas vantagens para a
biotransformagao de substratos exdgenos: as células tornam-se mais resistentes a danos, podem
ser utilizadas repetidamente por um periodo de tempo prolongado, originam-se grandes
concentragbes de biomassa e sdo possiveis elevadas conversdes de substratos (Ishihara et al.
2003).

Varios estudos descrevem a biotransformacéo de terpenos usando enzimas, culturas de
células vegetais, 6rgaos vegetais bactérias, cianobactérias, leveduras, microalgas e fungos
(Carvalho e Fonseca 2006). A grande maioria de terpendides bioldgicos activos sdo produzidos
como metabolitos secundarios de plantas, e demonstram possuir uma actividade bioldgica contra
plantas, microorganismos e insectos. Também s&o constituintes de sabores e fragrancias. Visto
que as propriedades destes compostos se devem as configuracdes especificas e as reacgdes que
levam a modificagdes das suas estruturas moleculares, a biotransformagdo de terpendides
apresenta-se como um processo proveitoso na produgdo bioldgica de terpendides activos e de
novos compostos deles derivados (Miyazawa et al. 1999, Miyazawa et al. 2003).

Infelizmente, os terpenos sdo pouco sollveis em agua, o que dificulta a biotransformacao,
habitualmente associada a sistemas aquosos, visto que estes sdo geralmente compativeis com
enzimas e células em crescimento (Carvalho e Fonseca 2006).

Para além da utilizacdao de culturas de células vegetais, sdo também utilizados outros
organismos na biotransformagido de terpenos. Esporos de fungo de Penicillium digitatum s&o
capazes de biotransformar geraniol, nerol e citrol (mistura dos alcoois nerol e geraniol) e citral
(misturas dos aldeidos neral e geranial) para 6-metil-5-hepten-2-ona (Demyttenaere e De
Kimpe 2001 em Carvalho e Fonseca 2006). Outro exemplo é a cultura de microalgas, utilizada na
biotransformagdo de compostos terpendides, em compostos de grande valor para a industria
alimentar e de fragrancias (Hook et al. 2003).

As raizes transgénicas nao sdo s6 importantes sistemas na produgdo de compostos

derivados de raizes mas também na producdo de novos compostos através da biotransformacao.
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Estes novos compostos sdo produzidos num periodo de tempo mais pequeno do que se fossem
produzidos na planta méae, visto que o ciclo de crescimento € mais reduzido in vitro (Rao e
Ravishankar 2002). Para além da produgédo de novos compostos, pode potenciar-se a produgao
de um composto de interesse e podem ser ultrapassados problemas associados a sintese quimica
e as culturas de células em suspenséo, como a instabilidade bioquimica ligada a fendmenos de
variagdo somaclonal (Giri et al. 2001). Além disso, os processos de biotransformacgao e eliciagao
sdo mais faceis de realizar do que em culturas de células em suspensao, visto que as culturas de
raizes se encontram imobilizadas (Figueiredo et al. 2006).

Os estudos de biotransformagdo em raizes transgénicas levam a conhecer vias
biossintéticas e servem como uma importante ferramenta na modificagdo estrutural de compostos

que possuem actividade terapéutica (Rao e Ravishankar 2002).

1.6. Objectivos

Os metabolitos secundarios sio utilizados na medicina e em diversos processos
industriais, sendo por isso compostos de grande importancia. O cultivo de plantas aromaticas e
medicinais produtoras de compostos de valor comercial € por vezes dificil e a sintese quimica
destes compostos € dispendiosa e muitas vezes dificultada pela estrutura complexa do composto.
Desta forma, os recursos naturais continuam a ser explorados com vista a recolha destes
produtos, correndo-se o risco de perda de algumas espécies e de biodiversidade. As raizes
transgénicas sao um sistema de cultura in vitro utilizado no estudo das vias metabdlicas e na
produgdo de metabolitos secundarios de interesse. Na tentativa de aumentar a producéo destes
compostos in vitro, tém sido utilizadas varias estratégias, de indole quimica, fisica ou genética. A
regeneracao de plantas a partir de raizes transformadas pode ser um passo na criagao de plantas
com caracteristicas de interesse, como a produgdo aumentada de um metabolito secundario
importante. A biotransformagéo engloba um conjunto de reacgbes que podem contribuir para um
aumento da produgao destes metabolitos e para a produgado de novos compostos in vitro. Neste
contexto, pretendeu-se com este trabalho:

- Avaliar a capacidade de regeneragao das raizes transgénicas de Levisticum officinale e
de que forma a obtencgéo de regenerantes condiciona a composigdo da componente volatil.

- Verificar de que modo a biotransformacéo de substratos monoterpénicos influencia a
morfologia, o crescimento e a componente volatii das raizes transgénicas de L. officinale,

comparativamente ao crescimento em condi¢des controlo.
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2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal

Nos varios ensaios realizados utilizaram-se raizes transgénicas de Levisticum officinale W.
D. J. Koch, estabelecidas com a bactéria A4 pRIiA4::70GUS como descrito em Santos et al. 2005.
As culturas de raizes transgénicas foram mantidas em meio SH (Schenk & Hildebrandt 1972),
Tabela 2.1 em anexo, em escuriddo permanente, a 24°C, sob agitagdo, numa agitadora orbital
Pilot-Shake RC-6-U (Adolf Kihner AG, Suiga) a 80r.p.m., e sujeitas a subculturas periodicas, com

intervalos de 3 semanas.

2.2. Regeneracgéao
2.2.1. Regeneracgao espontanea de raizes transgenicas

2.2.1.1. Em JIFFY “pellets”

Raizes transgénicas jovens de L. officinale, mantidas como referido em 2.1., foram
transferidas para JIFFY “pellets” (turfa prensada, JIFFY-7 AS-JIFFY Products Norway),
previamente humedecidos em agua. As raizes foram colocadas a cerca de 2 cm da superficie dos
JIFFYs. O ensaio foi realizado em seis JIFFYs mantidos a 24°C, sob radiagdo permanente de luz

branca com lampadas Philips TLD 36W/84, durante cerca de 45 dias.

2.2.1.2. Em meio de cultura

Porgbes de raizes transgénicas jovens de L. officinale foram inoculadas, assepticamente,
em caixas de Petri contendo 20 ml de meio MS/2 [meio MS (Murashige & Skoog 1962) diluido
para metade, Tabela 2.2 em anexo, segundo o método descrito em Hoshino e Mii (1998)]. Devido
a uma adaptacdo deste método, nao foram adicionados reguladores de crescimento, ndo se
realizaram sub-culturas, modificaram-se as condi¢des de temperatura e fotoperiodo e o tamanho
do indculo. As 4 caixas utilizadas foram mantidas a 24°C, sob condi¢des de iluminagao
semelhantes as referidas em 2.2.1.1., sob fotoperiodo de 16h luz, durante um periodo de 90 dias.
Estas culturas de raizes transgénicas serviram de controlo as experiéncias de regeneragao

induzida.
2.2.2. Regeneragao induzida

2.2.2.1. Higromicina B

De acordo com o método adaptado do descrito em Hoshino e Mii (1998), utilizaram-se 4
caixas de Petri inoculadas com meio MS/2. Estas caixas foram divididas em trés partes. O

antibiético Higromicina B foi utilizado em substituicdo de bialaphos, visto que em meios de cultura
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para regeneracado de raizes transgénicas, a utilizagdo de um ou outro destes antibidticos é
alternativa (Shrawat et al. 2007). Fez-se assim uma adaptagdo do método descrito por Hoshino e
Mii (1998), convertendo-se as concentragbes de bialaphos, utilizadas por estes autores, nas
concentragdes de Higromicina B referidas abaixo, tendo em conta a relagcédo de 1:10, descrita por
Shrawat et al. (2007). A partir de uma solugdao de Higromicina B, 0,5 g.I‘1, preparada
assepticamente e esterilizada por filtragao, colocaram-se 80ul, 200ul € 280ul no meio de cultura,
de modo a obter as concentragbes aproximadas de higromicina B de 2mg.l'1, 5 mg.I'1 e’ mg.l'1
respectivamente. As caixas foram inoculadas com raizes e mantidas nas mesmas condigbes

descritas em 2.2.1.2.

2.2.2.2. Acido salicilico

Utilizando-se o mesmo método descrito em 2.2.1.2, 4 caixas de Petri contendo meio MS/2
foram divididas em trés partes, sendo cada parte suplementada localmente com 100ul, 208ul e
345l de uma solugao estéril de acido salicilico (AS), numa concentragéo de 8 g.I'1, de modo a se
atingirem 0,3mM, 0,5mM e 0,8mM [para obter concentragdes aproximadas de 41 mg.l'1, 83 mg.I'1,
138 mg.l'1 de acordo com a adaptagdo do método descrito por Hao et al. (2006)]. Em seguida,

inocularam-se e mantiveram-se as caixas do mesmo modo que em 2.2.1.2.

2.2.2.3. Radiacdo UV

Num terceiro ensaio, utilizaram-se caixas de Petri inoculadas com meio MS/2 e com raizes
transgénicas que foram sujeitas a radiagdo UV, com uma lampada Philips TUV 15W/G15 T8
UV-C, durante 30min apods a inoculagao das raizes (tempo 0) e ao longo de 3 dias durante
periodos de 15min. Foram utilizadas 8 caixas de Petri, 2 para cada periodo de exposicédo a
radiagao UV, Tabela 2.3. As caixas foram mantidas nas condigbes descritas em 2.2.2.1 para além

dos periodos de exposigéo a luz UV.

Tabela 2.3. Ensaio de radiagao UV.

Tempo

0 1 2 3
300 | 30 min
304 | 30 min | 15 min
302 | 30 min | 15 min | 15 min
303 | 30 min | 15 min | 15 min | 15 min

Cadigo

2.3. Biotransformacao

Nos ensaios de capacidade de biotransformacédo das raizes transgénicas de L. officinale
utilizaram-se dois substratos, mentol e geraniol, preparados, assepticamente em separado, em

solugdo metandlica a 2%. Os substratos foram adicionados, assepticamente, as culturas de raizes
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transgénicas, quinze dias apdés a sua inoculagdo em meio SH, de modo a se obter uma
concentragao de 25 mg.I'1 de substrato (mentol ou geraniol) no meio de cultura.

As culturas de raizes transgénicas foram inoculadas em condicbes de assepsia em
Erlenmeyers de 250 ml. No primeiro ensaio para o substrato mentol, utilizou-se um volume de
100 ml de meio SH e 1g de p.f. de raizes. Nos restantes cinco ensaios, trés relativos ao substrato
mentol e dois relativos ao geraniol, reduziu-se o volume de meio de cultura para metade,
utilizando-se 50 ml de meio SH para a mesma quantidade de inoculo, 1 g de p.f.. Os frascos foram
tarados numa balanga Sartorius L 420-*RC, gama 0-420g, precisdo 1mg. As raizes transgénicas
foram previamente filtradas assepticamente sob vacuo perfazendo uma concentragéo de 20 g.I'1.

As culturas de raizes transgénicas as quais se adicionou substrato e as culturas controlo
(mantidas apenas em meio SH), foram avaliadas semanalmente em termos de morfologia,
crescimento e composigao de volateis. Para se avaliar o efeito do substrato na componente volatil
e no crescimento das raizes no periodo imediato apds a sua adi¢do, retiraram-se amostras
suplementadas com substrato e amostras controlo ao fim de 1h, 4h, 8h, 24h, 32h e 48h, que foram

armazenadas a -20°C até se proceder a extracgao.

2.3.1. Analise Morfologica

A analise morfolégica das raizes transgénicas controlo e suplementadas com os dois
substratos, foi realizada a lupa (Highlight 2000 Olympus Europe) ao longo do periodo de

crescimento das raizes transgénicas.

2.3.2. Caracterizagao do crescimento das raizes transgénicas

O crescimento foi determinado num periodo de 7 semanas pelo método de desassimilagao
(Schripsema et al. 1990) e pela determinagdo semanal do peso fresco e seco das raizes.

Os Erlenmeyers foram distribuidos de modo a separar as amostras controlo e as amostras
sujeitas ao ensaio de biotransformacdo, utilizadas na determinacdo da desassimilagdo, na
determinagédo do peso fresco e seco e na analise dos 6leos essenciais, Tabela 2.4. Sempre que
possivel utilizaram-se, por ensaio experimental, dois Erlenmeyers para cada avaliagdo de

crescimento e na analise da componente volatil.

Tabela 2.4. Delineamento experimental dos diferentes ensaios

Objectivo Meio de cultura SH Cdédigo
Sem raizes (brancos controlo) B4, Bz
Sem raizes e com substrato BS4, BS;

Determinagao da desassimilagao (brancos com substrato)
Raizes sem substrato R+, R2
Raizes com substrato RS, RS,
Medi¢ao semanal do peso fresco e peso seco e Raizes sem substrato C1,2,3,:4,5,6,7
analise da componente volatil Raizes com substrato CS1,2,3,4,5
Analise da componente volatil 1h, 4h, 8h, 24h, 32h e Raizes sem substrato E1,4,8,24,32,48
48h apds a adicao de substrato Raizes com substrato ES1,4,8,24,32,48
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2.3.2.1. Determinacédo do peso fresco

Na determinagdo do peso fresco as pesagens foram realizadas semanalmente. Apds
remogdo do excesso de meio de cultura sobre papel de filtro, procedeu-se a pesagem das raizes
numa balanga de elevada precisdo Sartorius BP 210S, gama 0-210g, precisdo de 0,1mg. As

amostras foram armazenadas a -20°C até extracgao.

2.3.2.2. Determinacé&o do peso seco

A partir das amostras utilizadas na determinagdo do peso fresco, retirou-se uma pequena
porgao de raizes, que foi pesada na balanga referida em 2.3.2.1. Estas raizes foram congeladas a
-20°C e posteriormente liofilizadas num liofilizador Chris Alpha I-5, a uma presséo de 10"'mbar, a

-42°C, durante 3 dias, e pesadas na mesma balanca.

2.3.2.3. Método da desassimilacéo

O método da desassimilagdo tem sido utilizado no estudo do crescimento celular de culturas
de células em suspensao (Figueiredo et al. 1996) e culturas de raizes transgénicas (Santos et al.
2005). Estes dois sistemas sao heterotroficos, ou seja, necessitam de uma fonte de carbono para
0 seu crescimento. Parte desta fonte é convertida em biomassa e a outra é desassimilada apods a
sua degradacdo para a obtencdo de energia. Neste ultimo processo da-se a formagédo de uma
mole diéxido de carbono por cada mole de oxigénio consumido. Esta perda de didxido de carbono
leva a diminuicdo de peso por parte das culturas. Para que se possa registar este balanco
utilizam-se rolhas de silicone de poro reduzido e controlado e os pesos dos Erlenmeyers séo
medidos numa balanga de elevada precisédo (Sartorius L 420S-*RC, gama 0-420g, precisao 1mg).
Como é necessario introduzir um factor de correcgéo para a perda de agua por evaporagéo, foram
utilizados Erlenmeyers contendo s6 meio de cultura SH (brancos controlo) e Erlenmeyers
contendo o meio de cultura e o respectivo substrato, mentol ou geraniol (brancos com substrato),
servindo estes ultimos como de factor de correcgdo aos Erlenmeyers com raizes e suplementados
com substrato.

Neste método utilizam-se rolhas de silicone de poro reduzido e controlado (T-32 Shin-Etsu
Polymer-Silicosen, Freudenberg Simrit, Holanda), que necessitam de um periodo de quinze dias
antes de se proceder a inoculagdo, para secarem e estabilizarem depois da esterilizagao, por
autoclavagem. Apdés a inoculacao, as raizes transgénicas foram mantidas nas mesmas condigbes
que se encontrava a cultura-mae, como referido no ponto 2.1.

A analise do crescimento pelo método de desassimilagdo iniciou-se no momento apds a

inoculacgao (tempo 0), por pesagem diaria dos Erlenmeyers.

2.3.3. Extraccdo da componente volatil

Na extracgdo dos 6leos essenciais, utilizaram-se as amostras relativas a determinacao do
peso fresco, tendo como objectivo uma analise semanal dos compostos volateis, e as amostras
retiradas ao fim de 1h, 4h, 8h, 24h, 32h e 48h, apos a adigédo de substrato.

26



Material e Métodos

Os compostos volateis foram isolados das diferentes amostras, por destilagdo-extracgao,
durante 3h num aparelho do tipo Likens-Nickerson (Likens e Nickerson 1964), utilizando
n-pentano como solvente. A componente volatil foi isolada com uma velocidade de destilagao de
3ml.min” e, sempre que necessario, concentrada, a temperatura ambiente, num evaporador
rotativo (Rotary Evaporator RE-51 Water Bath BM-51 Yamato), sendo, posteriormente
concentrada a um volume minimo em vial, sob fluxo de azoto. As amostras da componente volatil
foram armazenadas a -20°C até andlise.

Com o objectivo de verificar a pureza e ndo degradagdo dos substratos utilizados nos
ensaios de biotransformagao, 63 ul de cada um dos substratos foram sujeitos, em separado, a
destilagdo-extracgdo, como anteriormente referido. Para estabilizar o processo de ebuligdo
durante a destilagdo utilizaram-se regularizadores de ebulicdo. As amostras recolhidas foram
armazenadas a -20°C até analise. Para apurar a ocorréncia de evaporagao ou alteragdo dos
substratos ao longo do tempo, procedeu-se no final de cada ensaio a destilagdo-extraccao dos

meios de cultura com substrato, correspondentes aos brancos com substrato.
2.3.4. Analise da componente volatil

2.3.4.1. Cromatografia Gas-Liquido

As componentes volateis das diferentes amostras foram analisadas através de
Cromatografia Gas-Liquido (CGL), num cromatégrafo Perkin Elmer 8700 equipado com dois
Detectores de lonizacdo de Chama (DIC/FIDs), um sistema de tratamento de dados e um injector,
no qual foram instaladas duas colunas de polaridade diferente: DB-1 de silica fundida, de fase
imobilizada de metilsilicone, (30mx0,25mm d.i., espessura de filme 0,25um; J & W Scientific Inc.)
e DB-17HT de silica fundida (30 mx 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific
Inc.). A temperatura do forno foi programada de 45°C a 175°C, com incrementos de 3°C/min, e
subsequentemente a 15°C/min até 300°C. A temperatura foi mantida durante 10 min quando
atingidos os 300°C. O injector e os detectores encontravam-se programados para as temperaturas
de 290°C e 280°C, respectivamente. Foi utilizado o hidrogénio, como gas de arrastamento,
ajustado para uma velocidade linear de 30 cm/s, sendo a relagdo de reparticdo de fluxo de 1:50.
A composicdo percentual relativa dos 6leos foi determinada, usando o método da normalizacéo,
pela integracdo das areas dos picos sem utilizagdo de factores de correcgdo. Os valores

apresentados da componente volatil extraida correspondem ao valor médio de duas injeccdes.

2.3.4.2. Cromatografia Gas-Liquido/Espectrometria de Massa

Na analise por Cromatografia Gas-Liquido/Espectrometria de Massa (CGL/EM) utilizou-se
um Autosystem XL equipado com uma coluna de silica fundida DB-1 (30mx0,25mm d.i.,
espessura de filme 0,25um; J & W Scientific Inc.) ligado a um Perkin-Elmer Turbomass (versao de
programa 4.1). A temperatura do forno foi programada como descrito no ponto 2.3.4. A linha de

transferéncia foi programada para a temperatura de 280°C e a camara de ionizagdo para uma
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temperatura de 220°C. Como gas de arrastamento foi utilizado o hélio, ajustado para uma
velocidade linear de 30cm/s, sendo a relagdo de reparticdo de fluxo, 1:40, a energia de
ionizacao, 70eV, a corrente de ionizagdo, 60uA; gama de massas, 40-300u e o tempo de
varrimento de 1s.

A identidade dos compostos foi determinada por comparacéo dos seus indices de retencao
e espectros de massa, com os de padrbes comerciais e compostos de referéncia presentes em
Oleos existentes no laboratério e por comparagdo com uma biblioteca de espectros de massa

desenvolvida no laboratério.

2.3.5. Determinagédo dos volateis glicosilados

Na analise efectuada para a averiguagédo da existéncia de compostos volateis glicosilados
utilizou-se a enzima B-glicosidase (26U.mg", 1mg.I""). Esta foi aplicada a solugdo aquosa
remanescente (SAR), resultante do processo de destilagdo-extrac¢ao, de acordo com o método de
Baerheim Svendsen and Merkx (1989). Neste ensaio foram avaliadas as SARs das destilagdes
realizadas as raizes controlo e com adigdo de mentol, apés 4 semanas de crescimento e duas
semanas apds a adigdo do substrato. Este ensaio foi igualmente realizado com as SARs
resultantes das destilagbes realizadas as raizes controlo e suplementadas com geraniol, 1, 8, 24,
32 e 48h apods a adigao deste substrato.

A digestdo enzimatica foi realizada durante 24h a 37°C. Procedeu-se em seguida ao
isolamento da componente volatil como referido acima no ponto 2.3.3., completando-se o volume
desejado para as destilagbes com agua ultra pura, e utilizando-se regularizadores de ebulicdo. As

amostras extraidas foram armazenadas a -20°C até analise com referido em 2.3.3.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Regeneragao

3.1.1. Regeneragéo espontanea de raizes transgeénicas

Embora se tenha registado em vérios estudos que muitas espécies de plantas
transformadas com A. rhizogenes produzem de forma esponténea shoots adventicios (Christey
1997 em Koike et al. 2003), no presente estudo ndo se verificou a regeneragdo de shoots
adventicios a partir das raizes transgénicas de L. officinale, quer quando mantidas em JIFFY
pellets, quer nos ensaios em que se utilizou meio MS/2 sélido, sem reguladores de crescimento.

Relativamente ao ensaio com JIFFY pellets ndo se observou, durante os 45 dias de ensaio,
crescimento das raizes transgénicas, formacdo de calli ou de shoots adventicios. Uma ma
seleccédo dos segmentos de raizes transgénicas relativa a fase de desenvolvimento em que estes
se encontravam, uma deficiente manipulacao das raizes transgénicas ou um excesso de radiagao
associado a uma rega deficiente, que levou a periodos de secura da turfa, podem ter provocado
danos nos tecidos das raizes que diminuiram a viabilidade celular. Por outro lado, os pellets sdo
utilizados frequentemente no processo de aclimatizacdo e adaptacdo ao solo das plantas
regeneradas e ndo como um meio de regeneracdo de plantas a partir de raizes transgénicas.
Pode por isso ser considerado um meio inadequado para este processo.

Em relacdo a regeneragdo em meio MS/2 com um fotoperiodo de 16 h luz, observou-se a
proliferacdo das raizes a partir dos primeiros dias, o seu reverdecimento e a formagéo de tecido
caloso a partir da segunda semana. No entanto, ndo houve formagao de shoots. Varios factores
podem ter influenciado a obtencéo deste resultado, sendo um deles o facto de o material utilizado
neste ensaio se encontrar em cultura (meio SH liquido as escuras) ha cerca de 7 anos, o que pode
estimular a ocorréncia de alteracbes gendmicas, nomeadamente a redugdo do numero de
cromossomas (Xu e Jia 1996). Estes autores verificaram, a partir da analise genética de hairy
roots de Onobrychis viciaefolia, que apds quatro meses de subcultura continua (com intervalos de
3 semanas), a percentagem de células de hairy roots com um ndamero normal de cromossomas foi
reduzida de 85% para 24%. Oito meses depois, s6 4% das células apresentavam um numero
normal de cromossomas. Esta redugdo do numero de células com um numero de cromossomas
normal foi acompanhada pela perda da capacidade de regeneragdo espontanea de plantas
transformadas (Xu e Jia 1996).

A partir de culturas com cerca de 4 anos de uma espécie da mesma familia que L.
officinalle, a Pimpinella anisum, também ndo se obteve regeneracdo espontdnea por simples
passagem do material do meio liquido para o meio MS/2 sélido. A regeneragdo ocorreu apenas
nos ensaios em que se suplementou o meio base com reguladores de crescimento (Pereira 1999).
Num estudo com culturas de raizes transgénicas, com 3 anos, da leguminosa Astragalus sinicus

nao se registou a regeneracdo espontdnea de shoots num meio ndo suplementado com
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reguladores de crescimento (Cho e Widholm 2002). Cho e Widholm (2002) verificaram ainda que
estas raizes transgénicas perderam a sua capacidade de regeneracdo apds 4 a 6 meses de
cultura, mas demonstravam uma elevada formagao de shoots quando o meio de regeneragao era
suplementado com citocininas. Pensa-se que € possivel que as raizes transgénicas, embora com
um tempo de cultura elevado e com a consequente redugdo cromossomal, mantenham o seu
potencial de regeneragdo estavel, sendo os reguladores de crescimento essenciais para a
formagao de shoots. No entanto, ndo se pode concluir que as raizes transgénicas de L. officinale
reagissem da mesma forma, visto que a capacidade de regeneragédo esta também associada a
espécie, ao gendtipo das raizes transgénicas utilizadas e a expresséo diferenciada dos varios
genes rol que pode influenciar a sensibilidade aos reguladores de crescimento (Cho e Widholm
2002). Além disso, a utilizagcao aleatéria de segmentos de raiz que possivelmente se encontravam
em diferentes etapas de desenvolvimento, pode ter influenciado a capacidade de regeneragao
espontanea (Pereira 1999). Num estudo realizado por Saitou e colaboradores (1992) em raizes
transgénicas de rabano observou-se que com um fotoperiodo de 16 horas luz as raizes
produziram muitos shoots com elevada frequéncia e sem a presenca de reguladores de
crescimento. Estas raizes transgénicas possuiam um reduzido tempo de cultura, o que pode
justificar ainda mais a hipotese de que o tempo de cultura elevado das raizes transgénicas
influencia a sua capacidade de regeneragao.

Em relagdo ao reverdecimento das raizes transgénicas quando colocadas a luz, varios
autores sugerem que este esta associado a aquisi¢ao, por parte das raizes, de fungdes tipicas de
orgaos nao subterraneos (Flores et al. 1993, Flores et al. 1987, Flores e Curtis 1992, Yoshimatsu
et al. 1990, Aoki et al. 1992, Taya et al. 1994, Sauerwein et al. 1991 em Tone et al. 1997). Além
disso, observou-se que raizes transgénicas de Ipomoea aquatica reverdeciam quando mantidas
sob condi¢bes de luz e conservavam a sua morfologia ramificada (Taya et al. 1994 em Tone et al.
1997), o que pode explicar a continua proliferacdo das raizes transgénicas de L. officinale a luz
acompanhada de reverdecimento. Ainda que as raizes adaptadas a luz demonstrem, usualmente,
diferentes capacidades biossintéticas comparadas com as mantidas as escuras, devido a
presengca de enzimas cloroplastidiais, as taxas de crescimento sao reprimidas quando s&o
cultivadas a luz (Bourgaud et al. 2001).

Podem ainda ser considerados outros factores responsaveis por uma nao regeneracao
espontanea, tais como o tipo de A. rhizogenes utilizado no processo de estabelecimento das
raizes transgénicas. Phelep e a sua equipa (1991) observaram que a regeneracéo de shoots a
partir de raizes transgénicas estabelecidas com a estirpe A4 (tipo agropina) necessitavam de um
meio enriquecido com reguladores de crescimento, enquanto que raizes estabelecidas com a
estirpe 2659 (tipo cucumopinas) originaram de forma espontdnea shoots num meio sem
reguladores de crescimento.

No presente trabalho, observou-se a fenolizagdo das raizes transgénicas de levistico a partir

da sétima semana de ensaio no meio MS/2. Em raizes transgénicas de rabano foi observado que
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o crescimento em meio MS sem reguladores de crescimento, em condicdes de luz, foi semelhante
ao registado nas raizes sujeitas a escuriddo permanente, havendo uma paragem no crescimento
das raizes mantidas a luz na oitava semana de ensaio (Saitou et al. 1992). Estes resultados
sugerem que o inicio da oxidagao das raizes transgénicas de levistico pode estar relacionado com
uma paragem do seu crescimento ou com a morte celular. No entanto, ndo se realizou um estudo
relativamente ao crescimento das raizes em meio MS/2 a luz, ndo se podendo afirmar desta forma

se houve uma paragem ou diminuigdo da taxa de crescimento.

3.1.2. Regeneragédo induzida

3.1.2.1. Higromicina B

No ensaio de regeneracdo induzida utilizando meio MS/2 suplementado com diferentes
concentragbes de Higromicina B, ndo se observou proliferagcdo e/ou crescimento de raizes
transgénicas de levistico, formacao de tecido caloso ou de shoots. Deste modo, no final do ensaio,
os segmentos colocados no meio MS/2 possuiam o mesmo tamanho e espessura iniciais,
observando-se a fenolizag&o de alguns segmentos.

A utilizagdo da Higromicina B como agente indutor da regeneragédo de shoots a partir de
raizes transgénicas de levistico baseou-se num estudo realizado em raizes transgénicas de
Antirrhinum majus L. (Hoshino e Mii 1998). Estes autores verificaram que estas raizes
transgénicas nao sofriam regeneragdo espontanea ou regeneracéo induzida por reguladores de
crescimento, mas que a aplicagdo do antibiético e herbicida bialaphos num meio de regeneracao
MS/2, sem reguladores de crescimento e sob luz permanente, induzia a regeneragédo de shoots
combatendo esta recalcitrancia. Tendo em conta que a) a Higromicina B e o bialaphos e sdo
produzidos pela mesma bactéria, Streptomyces hygroscopicus; b) os dois antibiéticos sdo, muitas
vezes, utilizados em alternativa, em meios de regeneracédo, como agentes de seleccdo dos tecidos
transformados (Shrawat et al. 2007); e c) dado que a Higromicina B € menos dispendiosa que o
bialaphos, nos ensaios realizados no presente trabalho foi utilizada a Higromicina B. No entanto,
os genes que conferem resisténcia aos dois antibidticos sdo diferentes, sendo o gene bar, o gene
que confere resisténcia ao bialaphos (bar) (Thompson et al. 1987 em Hoshino e Mii 1998) e o
gene Hph, de resisténcia a higromicina, que codifica para a enzima higromicina fosfotransferase,
catalisadora da formacgéao de fosforil higromicina, que ndo possui actividade bioldgica in vitro ou in
vivo [3].

Na bibliografia consultada ndo se encontraram registos do efeito da Higromicina B na
regeneracao de plantas a partir de hairy roots. No entanto, para uma espécie de Solanaceae,
Solanum melongena (beringela), transformada com A. tumefaciens e ndo com A. rhizogenes, a
resposta organogénica foi suprimida pela higromicina a uma concentragéo de 7,5 mg.l'1, enquanto
que na presenca de 10 mg.l'1 registou-se a formacdo de alguns embrides. No entanto, os

embrides que se foram formando sofreram oxidagdo sem qualquer evolugao (Picoli 2002).
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Hoshino e Mii (1998) observaram que o efeito do bialaphos s6 se verificava em raizes
transgénicas e ndo em raizes nao transformadas, parecendo que o efeito do bialaphos na
regeneracao de shoots podia estar relacionado ou associado a integragdo do T-DNA nas células
(genes rol, gene sintese de auxinas). Pode pensar-se que a higromicina nao provocou qualquer
efeito nas raizes transgénicas visto que nao actua ou interage com os genes rol. No entanto, a ndo
proliferagdo de raizes transgénicas, nem o seu reverdecimento, ao contrario do que foi observado
nas raizes controlo (vide 3.2.1.) pode levar a considerar que este antibiético interage de alguma
forma com o gendtipo das raizes, cessando o seu crescimento. Por outro lado, sabe-se que os
antibidticos e os herbicidas tém geralmente um efeito negativo na proliferagédo e diferenciagcéo das
células vegetais e podem retardar a regeneragdo de shoots adventicios (Cui et al. 2001). Este
facto pode explicar a nao proliferagdo de raizes transgénicas de levistico no meio MS/2 de
regeneragdo com Higromicina B, ao contrario do que foi observado nas raizes transgénicas
controlo.

Em ensaios de selecgdo, as células nao resistentes a Higromicina B morrem quando sao
utilizadas concentragbes entre 10 a 1000 pg.ml’1 [3]. No entanto, a sensibilidade das células é
dependente do pH, sendo que quanto maior € o pH do meio, maior é a sensibilidade celular ao
antibiodtico [3]. No presente ensaio ndo se utilizaram concentragdes desta ordem, o que pode
explicar a permanéncia das raizes num mesmo estado fisioldgico durante algum tempo,
registando-se a oxidagcao de alguns segmentos nas ultimas semanas de ensaio. A oxidagado pode
estar relacionada com o esgotamento de nutrientes no meio ou com o envelhecimento natural das
raizes transgénicas. Pode concluir-se que as concentragdes de Higromicina B utilizadas neste
ensaio, nao contribuiram para induzir a formagao de shoots sendo provavelmente responsaveis
pela inibicdo do crescimento das raizes transgénicas. Deve-se ter em conta que a Higromicina B
nao foi integrada no meio MS/2, mas sim colocada localmente sob meio sélido formando halos.
Desta forma, as concentragdes referidas sdo sempre concentragbes aproximadas, visto que muito
provavelmente existirdo areas em que a concentragdo € mais elevada (centro do halo) e areas do
halo onde as concentragcbes serdo mais baixas, como na periferia.

As concentragbes de Higromicina B utilizadas basearam-se no efeito registado pelas varias
concentragdes de bialaphos. Quando o bialaphos é adicionado ao meio de cultura numa
concentracao superior a 0,5 mg.I'1, 0 crescimento das raizes € inibido (Hoshino e Mii 1998). No
entanto, a adicao de bialaphos a 0,5 mg.l’1 tem uma influéncia menos negativa no crescimento das
raizes e promove a regeneragao de shoots. Depois de trés meses de cultura, na presenga de uma
concentragao de 0,5 mg.I'1 de bialaphos, 56% de hairy roots de Antirrhinum majus L. originaram
shoots. Hoshino e Mii (1998) explicam estes resultados através do mecanismo de acgdo do
antibiotico bialaphos. A molécula de bialaphos é constituida por fosfonotricina e dois residuos de
L-alanina, sendo a fosfonotricina libertada pela degradagéo do bialaphos. A fosfonotricina inibe a
enzima glutamina sintetase. Esta inibigdo resulta numa rapida acumulacdo de amoénio que

interrompe a cadeia de electrdes dos cloroplastos e mitocéndrias, resultando na produgéo de
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radicais livres e por fim na morte celular. Isto sugere que elevadas concentragbes de bialaphos
podem ser téxicas e que a acumulagado apropriada de amoénia causada pelo tratamento com
bialaphos pode actuar como um stress estimulador da regeneragédo de shoots a partir de raizes
transgénicas, sem levar a morte celular. Visto que a utilizagdo de concentragdes correspondentes
de Higromicina B n&o levaram a obtengao de resultados satisfatérios nas raizes transgénicas de L.
officinale, sugere-se que o mecanismo de acgéo do antibidtico bialaphos é bastante importante na
inducado da capacidade de regeneracdo e que a Higromicina B, por possuir um mecanismo de

accao diferente, ndo induz a formagao de shoots adventicios.

3.1.2.2. Acido salicilico

Este ensaio baseou-se nos resultados obtidos por Hao e colaboradores (2006), que tinham
como objectivo determinar o efeito do acido salicilico (SA) na embriogénese somatica numa
espécie de aveia (Avena nuda). Hao e colaboradores (2006) verificaram que a embriogénese e a
regeneracao de plantas a partir de calli originados de explantes de folhas foram induzidas por uma
concentragao de 0,5 mM de SA. Outros estudos ja tinham registado que o desenvolvimento de
embrides podia ser promovido pelo SA (Luo et al. 2001).

O é&cido salicilico € uma importante molécula sinalizadora envolvida nas respostas de
defesa a patégenos e stresses abidticos (Raskin 1992 em Hao et al. 2006). E conhecido como
pertencente a um grupo de fendis, bastante distribuido nas plantas e é considerado uma hormona,
que desempenha um importante papel na regulagdo do crescimento e desenvolvimento (Luo et al.
2001).

No presente ensaio, ndo se observou proliferagdo de raizes transgénicas de L. officinale, o
seu reverdecimento, formacdo de tecido caloso ou de shoots. Visto que se utilizou a mesma
concentracdo de SA que a utilizada no ensaio realizado por Hao e a sua equipa (2006), pode
pensar-se que o SA nao possui o0 mesmo efeito nas raizes transgénicas que em calli. O efeito de
SA nas raizes transgénicas na formagéo de tecido caloso e de shoots pode considerar-se nulo.
Assim como para o ensaio com Higromicina B, deve ter-se em conta que o SA nao foi integrado no
meio MS/2, mas sim colocado localmente sob meio soélido formando halos. Desta forma, as
concentracdes referidas sdo sempre concentragbes aproximadas, visto que muito provavelmente
existirdo areas em que a concentragdo € mais elevada (centro do halo) e areas do halo onde as
concentracdes serdo mais baixas, como na periferia.

Visto que nas raizes transgénicas controlo houve a formag¢do de algum tecido caloso,
poderia ter-se realizado uma subcultura e suplementado o meio com SA, com o objectivo de
verificar o efeito de SA nos calli formados a partir de raizes transgénicas. A n&o proliferacdo de
raizes transgénicas, ao contrario do que se registou nas raizes controlo é estranha, visto que o SA
€ um regulador de crescimento. Em culturas de raizes transgénicas de Chicorium intybus houve
um aumento da biomassa de raizes quando o meio foi suplementado com SA, numa concentracdo

de 100 uM e verificou-se que a fase exponencial relativa ao crescimento das culturas em meio MS
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liquido ocorreu mais cedo (Malarz et al. 2007). Caules cortados de algumas plantas ornamentais,
tratados com SA exibiram uma elevada taxa de diferenciagdo de raizes (Singh et al. 1993). Pelo
contrario, Pancheva e a sua equipa (1996) observaram uma inibicdo do crescimento das folhas e
raizes de germinantes de cevada (Hayat et al. 2007). Verifica-se assim que o efeito regulador do
crescimento do SA nao é consensual, podendo diferir de espécie para espécie e podendo estar
relacionado, nas raizes transgénicas, com a sensibilidade destas para as fitohormonas.

Pode colocar-se a hipétese de que as concentragdes utilizadas para os calli na formacao de
embrides somaticos ndo sejam adequadas para estimular a regeneragdo de shoots a partir das
raizes transgénicas. No entanto, se esta condigdo se verificar, a concentracdo Optima estara
abaixo de 0,3 mM visto que as concentragdes utilizadas podem ter sido téxicas, inibindo o

crescimento das raizes transgénicas e nao permitindo o seu reverdecimento.

3.1.2.3. Radiagao UV

Neste ensaio, em que se sujeitaram as raizes transgénicas, mantidas em meio MS/2 sem
reguladores de crescimento, a varios periodos de radiagdo UV, figura 3.1, ndo se registou a
formagdo de shoots e observou-se a proliferagdo de raizes e de algum tecido caloso como se
verificou nas raizes transgénicas controlo. Pode concluir-se que a radiagdo UV néo teve qualquer
efeito nas raizes transgénicas de L. officinale, visto que ndo ocorreram diferengas de crescimento

de raizes e de formacdo de tecido caloso entre os varios periodos de radiagdo a que as raizes

foram expostas.

Figura 3.1. Aspecto das raizes transgénicas de L. officinale mantidas em meio MS/2, durante 90 dias, sem
reguladores de crescimento, apds exposicao a radiagao UV (barra = 1 cm).

Nao se encontraram registos acerca da luz UV como indutor da regeneragdo a partir de
raizes transgénicas. No entanto, alguns estudos revelam o efeito indutor da luz e de diferentes
tipos de luz (diferentes comprimentos de onda) na regeneracdo, e que esta depende de planta
para planta. Saitou e colaboradores (1992) verificaram que a formagao de shoots a partir de hairy

roots de rabano era induzida por luz branca e luz vermelha, mas que ndo havia formagcao de
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shoots quando as raizes eram expostas a luz na banda do vermelho-longinquo. Este estudo indica
que os fitocromos estdo envolvidos na formagao de shoots a partir de raizes transgénicas. Noutros
casos, como em tabaco, a formagao de shoots adventicios é estimulada por luz azul e inibida por
luz vermelha. No entanto, a luz vermelha estimulou a formacao de shoots em raizes transgénicas

de Pseudotsuga menziesii (Saitou et al. 1992).

3.2. Biotransformacao

3.2.1. Anadlise Morfologica

C D

Figura 3.2. Aspecto macroscopico das raizes transgénicas de L. officinale mantidas em meio SH, em
escuridao permanente, com quatro semanas de crescimento. A e C — raizes transgénicas controlo. B — raizes
transgénicas apods a adigdo de mentol. D — raizes transgénicas apos a adigao de geraniol. (barra=1 cm)

A andlise morfologica das raizes transgénicas de levistico, controlo e suplementadas com

os dois substratos, foi realizada ao longo do periodo de crescimento. As observagdes foram
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realizadas todas as semanas aquando da medi¢cdo dos pesos frescos. Nao foram observadas
diferencas morfologicas entre as raizes transgénicas controlo e as raizes transgénicas crescidas
no meio de cultura suplementado com qualquer dos substratos, mentol ou geraniol, Fig 3.2. As
raizes com mais tempo em cultura, cerca de 80 dias apresentavam uma cor mais acastanhada,

devido ao envelhecimento acompanhado de oxidagéao.

3.2.2. Caracterizacao do crescimento das raizes transgénicas

O crescimento das culturas mantidas, em condi¢cdes de escuridao permanente, em meio de
cultura SH (Schenk & Hildebrandt 1972) e em meio SH ao qual foi adicionado o substrato mentol,
ao fim de 15 dias, numa concentragao de 25 mg.l'1 foi avaliado por determinacdo da: a) variagao
do peso fresco e peso seco ao longo de 7 semanas; b) desassimilagdo das culturas mantidas num
volume de 100 ml de meio ao longo de 50 dias e desassimilacdo das culturas mantidas num
volume de 50 ml de meio, ao longo de 94 dias.

Relativamente ao ensaio com o substrato geraniol, adicionado numa concentracdo de
25 mg.l'1, 0 crescimento das raizes transgénicas foi analisado por determinacdo da variagdo do
peso fresco e seco ao longo de 7 semanas e da desassimilagdo das culturas mantidas em 50 ml

de meio de cultura ao longo de 94 dias.

3.2.2.1. Peso fresco e peso seco

3.2.2.1.1. Mentol

Num primeiro ensaio de biotransformag¢do com o substrato mentol, utilizou-se um volume de
100 ml de meio SH e 1 g de p.f. de raizes transgénicas. A analise do grafico relativo a variagao do
peso fresco e peso seco nado indicou diferencas significativas entre o crescimento das raizes
controlo e das raizes sujeitas a presenga de mentol, Fig 3.3 a. Uma semana apds a adigdo do
substrato o peso fresco das raizes transgénicas controlo foi de 8 g e das raizes transgénicas com
substrato de 7 g, enquanto que o peso seco foi de 533 mg e 538 mg respectivamente. Duas
semanas apos a administragdo do substrato, parece ter havido um aumento da biomassa das
raizes transgénicas suplementadas com mentol, sendo o seu peso seco de 956 mg, e 0 peso
relativo as raizes transgénicas controlo de 768 mg. No entanto, passada uma semana verificou-se
que os valores relativos ao peso seco eram muito préoximos, tendo uma diferenga minima de
70 mg. A diferenga entre os pesos secos das raizes transgénicas, registada na segunda semana
apos a colocagéo do substrato, pode ter estado relacionada com o tipo de fragmentos de raizes
utilizados nesta analise. Estes fragmentos, mesmo pertencendo ao mesmo inéculo, poderiam
encontrar-se em fases diferentes de desenvolvimento. Se o inéculo de raizes transgénicas
contivesse uma maior percentagem de raizes jovens, estas teriam maior capacidade de
crescimento, o que se pode ter reflectido no maior peso seco determinado ao fim de duas
semanas apos adigdo do mentol. Contudo, esse acréscimo de peso pode ter-se atenuado com o

tempo, como consequéncia de um esgotamento dos nutrientes do meio. Com efeito, no final do
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ensaio observou-se que os valores de peso fresco relativos as raizes transgénicas com e sem
substrato eram bastante préximos. Em relagdo ao peso seco, as raizes transgénicas controlo
atingiram os 1238 mg enquanto que as sujeitas a adi¢ao do mentol, 1419 mg.

Em relagédo ao ensaio em que se utilizou 50 ml de meio de cultura SH, observou-se que as
raizes transgénicas controlo tiveram um crescimento regular, registando-se uma diminuigdo da
biomassa na ultima semana. Em relagao as raizes transgénicas sujeitas a presenca de mentol os
pesos frescos e secos registados apdés uma semana da adigdo do substrato foram muito
semelhantes aos valores registados para as raizes transgénicas controlo. Apds duas semanas da
adicdo do substrato houve um aumento elevado da biomassa das raizes transgénicas, sendo o
seu peso fresco de 7 g, enquanto que o peso fresco das raizes controlo ndo ultrapassou os 4 g.
Esta diferenga também foi verificada na analise do peso seco. Apdés uma semana, no entanto,
observou-se que os pesos secos dos dois tratamentos eram semelhantes. Na quarta semana apés
a adigdo do mentol verificou-se uma diminui¢do do peso das raizes transgénicas sujeitas a este
substrato. No final da analise registou-se que os pesos frescos e secos dos dois tratamentos eram

semelhantes.
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Figura 3.3. Avaliagédo do crescimento das raizes transgénicas mantidas num volume de 100 ml (a) e 50 ml (b)
de meio SH controlo e suplementado com mentol (25 mg.l'1), pela determinagdo do peso fresco (¢ - mentol;
O - controlo) e peso seco (¢ - mentol; O - controlo), (— - momento da adigdo do substrato).

Em relagao aos dois volumes de meio utilizados, verificou-se que tanto num como noutro
caso nao existem grandes diferengas entre o aumento da biomassa das raizes transgénicas
controlo e das raizes transgénicas sujeitas ao substrato. O decréscimo dos pesos frescos e secos
na sétima semana pode estar relacionado com o comecgo da fase estacionaria das raizes.

Entre os dois ensaios, observou-se que as raizes transgénicas em cultura num volume de
100 ml atingiram valores de peso fresco e seco mais elevados que as culturas em 50 ml de meio
SH. Este facto pode estar relacionado com o inéculo utilizado, ou simplesmente com uma maior

quantidade e disponibilidade de nutrientes.

3.2.2.1.2. Geraniol

Relativamente ao ensaio de biotransformagdo com o alcool monoterpénico geraniol, os
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pesos frescos e secos das raizes transgénicas controlo apresentaram um aumento regular,
verificando-se um decréscimo destes valores na ultima semana, Fig. 3.4. Em relagdo as raizes
transgénicas sujeitas a presenca do substrato geraniol, numa concentragdo de 25 mg.I‘1,
observou-se que a sua biomassa aumentou ao longo do ensaio. Uma semana apés a adigao do
geraniol, as raizes controlo apresentam um peso fresco de 3 g enquanto que as raizes
transgénicas as quais se adicionou substrato registaram um peso fresco de 2 g. No entanto, esta
diferenca de peso ndo parece ser relevante visto que na semana seguinte os pesos frescos dos
dois tipos de raizes sdo praticamente iguais. Na terceira semana apos a adi¢do do substrato
parece ter ocorrido um aumento da biomassa das raizes transgénicas controlo em relagédo as
raizes transgénicas sujeitas ao substrato, mas na semana seguinte houve novamente uma
aproximacao visivel dos valores. No final do ensaio o peso fresco e seco é mais elevado para as
raizes sujeitas ao geraniol, sendo de 10 g e 629 mg respectivamente, enquanto que as raizes
transgénicas controlo apresentam valores da ordem de 7 g e 463 mg. Nao se pode considerar esta
diferenga expressiva visto que as duas curvas apresentam oscilagbes ao longo do ensaio,
registando-se valores muito préximos entre si em algumas semanas apos a adi¢do do substrato

assim como valores mais afastados.
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Figura 3.4. Avaliagdo do crescimento das raizes transgénicas mantidas num volume de 50ml de meio SH
controlo e suplementado com geraniol (25 mg.l'1), pela determinacdo do peso fresco (A - geraniol;
o - controlo) e peso seco (A - geraniol; o - controlo), (— - momento da adigdo do substrato).

Tem de se ter em conta que os resultados obtidos através deste tipo de analise do
crescimento sao influenciados por varios factores. Os pesos frescos e secos obtidos para cada
semana correspondem a uma média de valores de diferentes fragmentos de raizes transgénicas,
que embora pertengam ao mesmo indculo se podem encontrar em fases de desenvolvimento
distintas. As condicdes de inoculagdo das raizes transgénicas nos Erlenmeyers também podem
influenciar o seu crescimento, visto que durante este processo estas podem sofrer algum tipo de
stress prejudicial para as suas estruturas. Visto que se utilizou um grande nimero de Erlenmeyers,
algumas raizes permaneceram durante algum tempo fora do meio de cultura, o que podera ter
contribuido para a desidratagao de algumas partes do inéculo, inviabilizando algumas células.

Esta analise ndo se mostrou conclusiva relativamente a influéncia dos dois substratos no
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modo de crescimento das raizes transgénicas, visto que existiram muitas oscilagbes de valores
entre os tratamentos. Mas porque nao se verificaram diferengas muito elevadas entre os pesos
frescos e secos das raizes transgénicas controlo e das raizes transgénicas ensaiadas, pode
concluir-se que provavelmente estes monoterpenos nao influenciaram o crescimento das raizes

transgénicas de levistico, o que esta de acordo com a analise morfologica destas culturas.

3.2.2.2. Curvas de desassimilagido

3.2.2.2.1. Mentol

Em relacdo a analise do crescimento das raizes transgénicas a partir do método da
desassimilacao, verificou-se que no primeiro ensaio realizado com substrato mentol num volume
de 100 ml de meio SH, as curvas de desassimilacdo respectivas ao controlo e a avaliagdo do
efeito do substrato sdo muito semelhantes, Fig. 3.5. H& uma sobreposicdo das curvas
aproximadamente até ao vigésimo dia de ensaio, seguida de um aumento da desassimilagdo por
parte das raizes transgénicas controlo. A partir deste momento poderia considerar-se que as
raizes transgénicas sujeitas ao ensaio com substrato apresentavam menores taxas de
desassimilacdo, no entanto, as diferencas entre os valores de uma e outra curva ndo sao
relevantes, nunca atingindo os 2 mg.mi". O padrdo da curva de crescimento & idéntico ao das
raizes controlo, tendo as duas um tragado caracteristico das curvas de desassimilacéo registadas
anteriormente em meio SH, para a mesma espécie (Santos et al. 2005). Visto que o ensaio
terminou ao fim de cinquenta dias, nao foi visivel uma nitida fase estacionaria, ainda que se

observe uma desaceleracdo de crescimento das raizes transgénicas.
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Figura 3.5. Determinacédo do crescimento pelo método de desassimilacdo de raizes transgénicas controlo
(7 - controlo) e raizes transgénicas sujeitas a presenca de mentol (25 mg.I'1) (¢ - mentol) em 100 ml (a) e
50 ml (b) de meio SH, (— - momento da adigdo do substrato).

O padrao de crescimento das culturas controlo mantidas num volume de 50 ml de meio
revelou-se sobreponivel ao das culturas as quais se administrou mentol, até perto do
quadragésimo dia de ensaio, correspondendo a um periodo de mais de duas semanas apds a
adicdo do substrato. A partir desse momento pareceu haver um aumento da desassimilagdo das
raizes transgénicas sujeitas ao ensaio, no entanto, as diferencas ndo sdo acentuadas. A

comparagao das curvas de crescimento obtidas para um volume de 50 ml de meio, com as curvas
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de desassimilacdo obtidas num volume de 100 ml de meio, revelou que ao longo de 50 dias as
curvas apresentavam valores de desassimilagdo muito proximos.

Concluiu-se que a adigdo de mentol nao influenciou a taxa de desassimilagdo das raizes
transgénicas de levistico, e que as diferencas minimas registadas entre as raizes controlo e
aquelas a que se adicionou o substrato podem estar relacionadas com o estado de

desenvolvimento em que se encontravam os fragmentos de raizes utilizados como inoculo.

3.2.2.2.2. Geraniol

Comparativamente com as culturas controlo, as culturas as quais se adicionou geraniol
mostraram um padrdo de desassimilacdo semelhante até aproximadamente o sexagésimo dia,
Fig. 3.6. A partir deste momento as curvas divergiram havendo uma diminuicdo da taxa de
desassimilacdo por parte das raizes transgénicas sujeitas a presenca do substrato. No entanto,
nao se pode considerar que esta diferenca seja relevante e ndo se pode concluir que esta ocorra
devido ao efeito do substrato, principalmente porque esta divergéncia surge passados
aproximadamente 45 dias apés a adicdo do geraniol as culturas. Este acontecimento pode estar
relacionado com o estado de desenvolvimento e fisioldgico das raizes utilizadas. Algumas raizes
transgénicas utilizadas no ensaio com geraniol poderiam ter entrado na sua fase estacionaria e de

morte celular mais cedo que as raizes utilizadas para a determinagéo da curva controlo.
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Figura 3.6. Determinagdo do crescimento pelo método de desassimilagdo de raizes transgénicas controlo
(o - controlo) e raizes transgénicas sujeitas a presenga de geraniol (25 mg.l'1) (A- mentol) (— - momento da
adigao do substrato).

3.2.3. Analise da componente volatil

3.2.3.1. Composicao constitutiva

A composicado volatil constitutiva, produzida em condigbes controlo, das raizes
transgénicas de L. officinale, ao longo de 7 semanas, sob escuriddo permanente, num volume de

100 ml de meio de cultura SH foi dominada pelo grupo dos poliacetilenos (16-49%), acidos gordos
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(5—14%), ftalidos (6-27%), e por um grupo denominado por “outros” (15-33%). Este ultimo grupo
inclui todos os compostos que ndo pertencem a familia dos ftalidos, terpenos, poliacetilenos,
fenilpropandides e acidos gordos. No total dos compostos volateis isolados num periodo de 7

semanas identificaram-se 35 componentes, Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composi¢do percentual volatil das raizes transgénicas de Levisticum officinale ao longo de
7 semanas, mantidas em escuriddo permanente a 24°C e 80 r.p.m. num volume de 100 ml de meio SH.

Compostos Tempo (semanas)

IR 1 2 3 4 5 6 7
Benzaldeido 927 0,1 0,6 0,3 0,3 0,3 0,1 0,2
a-Pineno 930 0,1 0,4 0,3 0,3 0,3 0,1 0,2
n -Heptanol 952 0,1 0,2 0,1 0,3 0,5 0,3 0,3
B-Pineno 963 0,1 0,5 0,4 0,6 0,5 0,2 0,2
2-Octanona 967 0,2 0,7 0,4 0,5 0,1 0,2 0,2
2-Pentilfurano 973 v Y v v v v 0
n-Octanal 973 51 11,8 8,5 10,2 58 51 53
Benzeno acetaldeido 1002 0,2 0,2 0,2 0,3 0,8 0,5 0,5
p-Cimeno 1003 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2
B-Felandreno 1005 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2
Limoneno 1009 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1
n -Octanol 1045 0,1 0,7 0,3 1,1 0,3 0,3 0,3
2-Nonanona 1058 0,4 1,0 0,4 0,1 0,3 0,3 0,3
n-Nonanal 1073 0,8 1,0 0,8 1,4 0,6 0,7 0,6
trans -Vertocitral c* 1077 0,5 1,3 0,8 0,9 0,7 0,5 0,6
2-trans -Nonen-1-al 1114 2,2 2,2 1,4 1,4 0,8 0,3 0,6
Pentil Benzeno 1119 3,9 3,0 2,8 3,0 1,9 2,8 2,5
Pentil ciclo hexadieno 1125 1,2 2,5 2,8 4.8 3,1 1,9 1,7
2-trans ,4-trans Nonadienal 1184 0,1 2,5 1,1 2,0 v 0,7 0,4
n-Dodecano 1200 0,5 1,0 0,1 v v 0,1 0,2
2-trans -Decenal 1224 3,2 2,5 1,8 0,5 0,9 0,7 0,6
Carvacrol 1286 1,0 3,2 0,5 \ \Y 0,3 1
trans -4-Undecenal 1402 2,8 2,2 23 0,5 0,9 0,9 1,1
y-Decalactona 1430 1,4 0,4 0,4 0,5 1,0 1,1 0,8
y-Elemeno* 1430 0,1 0,9 0,5 v v 0,3 0,5
cis -B-Farneseno* 1476 \ \Y 0,2 0,5 2,9 1,4 1,5
Germacreno B * 1533 6,9 2,9 3,2 2,0 4,5 4.5 4
3-n -Butilftalido* 1591 \ 0,1 v v v v 0,2
3-cis -Butilideno ftalido 1615 7,3 21 2,7 29 1,1 1,4 1,4
3-trans -Butilideno ftalido 1655 1,5 1,9 2,4 3,7 1,7 1,3 1,3
Z-Ligustilido 1660 14,6 4,0 9,7 15,1 10,4 2,6 2,5
E-Ligustilido 1669 3,4 3,6 1,4 21 \Y 0,8 1,0
NI 1835 2,4 1,3 2,4 1,5 2,6 3,2 3,5
Acido hexadecandico (palmitico) 1908 9,2 6,6 9,4 49 53 3,7 3,9
Z-Falcarinol 2002 16,0 20,1 22,7 20,3 43,8 49,0 47,7
Acido lindleico 2125 4,8 3.1 3,7 6,7 3,3 1,1 1,5
% de Identificagdo 88,4 83,6 82,0 87,6 92,4 83,5 83,6

Compostos agrupados

Hidrocarbonetos monoterpénicos 0,8 1,3 11 1,8 1,5 0,6 0,9
Monoterpenos oxigenados 2,4 3,6 0,9 0,5 1,0 1,4 1,8
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 7,0 3,8 3,9 2,5 7.4 6,2 6,0
Poliacetilenos 16,0 20,1 22,7 20,3 43,8 49,0 47,7
Ftalidos 26,8 11,7 16,2 23,8 13,2 6,1 6,4
Acidos gordos 14,0 9,7 13,1 11,6 8,6 4,8 5,4
Outros 21,4 334 24,1 27,3 17,0 15,4 15,4

IR: Indices de retengdo relativos a uma série de n-alcanos Cy-Co2 num coluna DB-1. v: vestigial (<0,1%).
NI - ndo identificado *Compostos identificados apenas com base no espectro de massa.
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Tabela 3.2. Composigdo percentual volatil das raizes transgénicas de Levisticum officinale ao longo de

7 Semanas, mantidas em escuriddo permanente a 24°C e 80 r.p.m. num volume de 50 ml de meio SH.

Compostos Tempo (semanas)
IR 1 2 3 4 5 6 7
Benzaldeido 927 0,7 0,7 0,6 1,1 0,4 0,2 0,1
a-Pineno 930 0,6 0,7 0,6 1,2 0,3 0,2 0,2
n -Heptanol 952 0,6 3,6 0,2 1,2 0,2 0,3 0,1
B-Pineno 963 0,4 2,3 0,5 1.1 0,3 v 0,1
2-Octanona 967 0,5 0,0 0,3 1,1 0,2 0,5 0,4
2-Pentilfurano 973 v 0,0 v v v v v
n-Octanal 973 7,6 6,4 5,9 6,2 3,2 3,7 4,3
Decano 1000 v \Y 0,2 v 0,1 v \Y
1-deceno 1011 v \ 0,2 2,5 0,5 0,2 0,3
Benzeno acetaldeido 1002 0,1 2,3 0,2 0,6 0,2 0,1 0,1
p -Cimeno 1003 0,1 2,4 0,2 0,6 0,1 0,1 0,1
B-Felandreno 1005 0,1 1,8 0,2 0,6 0,1 0,1 0,1
Limoneno 1009 0,1 1,8 0,2 0,6 0,1 0,1 0,1
n -Octanol 1045 1,3 \Y 0,6 2,4 0,4 0,5 \
2-metil decano 1058 \ \ \ \ \ \ 0,5
2-Nonanona 1058 1,3 0,9 0,8 1,3 0,3 0,6 0,4
n-Nonanal 1073 1,1 0,4 0,9 2,0 0,5 0,5 0,5
trans -Vertocitral c* 1077 0,4 0,7 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3
Undecano 1100 0,0 0,2 v 0,2 0,1 0,0 0,3
2-trans -Nonen-1-al 1114 1,6 0,6 1,2 1,6 0,6 0,7 0,6
Pentil Benzeno 1119 1,5 2,6 1,1 0,8 0,8 0,7 1,8
Pentil ciclo hexadieno 1125 0,8 2,3 2,0 4,5 1,1 0,6 4,8
Naftaleno 1139 0,0 0 v v v v \
n-decenal 1180 0,0 0,1 \ \% 0,1 \ \%
2-trans ,4-trans Nonadienal 1184 0,9 0,3 1,6 1,3 0,2 0,6 \%
n-Dodecano 1200 1.1 1,2 0,6 0,8 0,1 0,5 0,3
2-trans -Decenal 1224 2,0 1,9 1,8 1,6 0,6 0,9 0,7
Carvacrol 1286 0,0 2,8 0,8 0,9 0,3 0,7 0,6
trans -4-Undecenal 1402 34 3,6 2,4 2,0 0,8 1,7 0,8
y-Decalactona 1430 \ 0,3 1,8 0,9 0,5 0,9 1,2
y-Elemeno* 1430 v 0,3 1,8 1,1 0,5 0,5 0,8
cis -B-Farneseno* 1476 1,5 0,5 0,0 0,1 0,6 0,8 1,1
Germacreno B * 1533 4.8 2,8 4.4 3,7 3,2 3,0 0,5
3-n -Butilftalido* 1591 v \Y v 0,6 0,3 0,2 71
3-cis -Butilideno ftalido 1615 6,8 5,8 2,5 1,2 1,8 3,0 0,7
3-trans -Butilideno ftalido 1655 4,4 29 2,8 1,3 2,2 1,7 3,6
Z-Ligustilido 1660 8,9 8,0 7,3 5,4 6,3 3,8 2,4
E-Ligustilido 1669 6,7 1,0 2,5 0,8 1,7 1,6 6,6
NI 1835 4,2 3,9 1,1 1,7 2,0 1,4 1,8
Acido hexadecanoico (palmitico) 1908 9,0 10,1 51 5,0 7,2 8,5 2,6
Z-Falcarinol 2002 1,8 1,4 25,2 22,2 449 15,1 7,8
Acido linéleico 2125 25 2,4 3,1 23 4,5 2,0 18,2
% de Identificagdo 72,8 75,1 79,7 80,8 85,8 54,8 70,3
Compostos agrupados
Hidrocarbonetos monoterpénicos 1,3 7,2 1,5 3,4 0,9 0,4 0,6
Monoterpenos oxigenados 0,0 3,1 2,6 1,8 0,8 1,6 1,8
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 6,4 3,6 6,2 49 4.4 4,3 2,4
Poliacetilenos 1,8 1,4 25,2 22,2 44,9 15,1 7.8
Ftalidos 26,7 17,6 15,1 9,2 12,3 10,3 20,4
Acidos gordos 11,5 12,5 8,1 7,3 11,7 10,5 20,9
Outros 23,0 243 19,9 27,7 10,1 11,8 16,3

IR: indices de retenc&o relativos a uma série de n-alcanos Co-C2 num coluna DB-1. v: vestigial (<0,1%).
NI - ndo identificado *Compostos identificados apenas com base no espectro de massa.

A composigéo volatil constitutiva das raizes transgénicas em cultura num volume de 50 ml

de meio SH foi dominada pelos mesmos grupos de compostos: poliacetilenos (2-45%), ftalidos
(9-27%), acidos gordos (7-21%) e “outros” (10-28%). Neste caso foram identificados 41
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componentes volateis, Tabela 3.2. As percentagens de identificagdo foram mais elevadas para as
raizes transgénicas em cultura em 100 ml de meio SH, variando entre os 82% e os 92%. As
percentagens de identificacdo para as culturas em 50 ml de meio de cultura variaram entre os 55%
e os 86%. As menores percentagens de identificacdo registaram-se nas duas Ultimas semanas
deste ensaio e podem estar relacionadas com um aumento da concentragéo percentual de acidos
gordos nao identificados. Para além destes compostos, registou-se a presenca de dois compostos
volateis nao identificados, um deles foi mencionado anteriormente por Costa (2005) em raizes
transgénicas de L. officinale e encontra-se registado nas Tabelas 3.1 e 3.2 pela abreviatura Nla
(ndo identificado a) e representado na Fig. 3.7. O espectro de massa do outro composto nao

identificado (NIb) encontra-se representado na Fig. 3.8.
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Figura 3.7. Espectro de massa do composto ndo identificado, Nla, existente no 6leo das raizes transgénicas
de L. officinale.
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Figura 3.8. Espectro de massa de um composto ndo identificado, Nlb, existente no 6leo das raizes
transgénicas de L. officinale.

Os compostos volateis n-Octanal, Z-Ligustilido, Z-Falcarinol e o acido hexadecandico foram
0s componentes constitutivos maioritarios (numa percentagem relativa 25%) isolados das raizes
transgénicas em cultura nos dois volumes de meio. A grande percentagem de poliacetilenos
deveu-se essencialmente a elevada percentagem relativa de Z-Falcarinol ao longo do ensaio
relativamente aos outros compostos. Este composto ndo costuma ser encontrado como fazendo
parte da constituicdo do 6leo essencial das raizes de levistico (Santos et al. 2005). Esta produgao
pode ser resultado de um mecanismo de defesa das raizes transgénicas ao stress provocado

pelas condig¢des in vitro (Flores et al. 1999). Uma capacidade biossintética estavel por parte das
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raizes transgénicas pode levar a produgdao deste composto util, conhecido como sendo anti-
cancerigeno. Os ftalidos parecem ser os componentes tipicos do 6leo essencial de todas as partes
da planta, responsaveis pelo aroma caracteristico do levistico (Szebeni-Galambosi et al. 1992)
sendo esta a razao pela qual se registou uma grande percentagem destes compostos nas raizes
transgénicas e essencialmente de Z-ligustilido.

Ao longo do tempo de estudo, ndo se verificaram alteragbes qualitativas na composic¢ao
volatil constitutiva das raizes transgénicas. A nivel quantitativo registaram-se algumas variagdes
nas percentagens relativas dos componentes maioritarios ao longo do ciclo de crescimento.
Santos e colaboradores (2005) registaram que o composto Z-Falcarinol sofria um aumento durante
o ciclo de crescimento, o que se verificou no presente trabalho para as raizes transgénicas em
cultura num volume de 100 ml.

A fase de crescimento ou a taxa de crescimento sdo factores que podem influenciar a
variagdo de concentracdo de um composto durante o ciclo de crescimento, uma vez que a
produgdo de metabolitos secundarios pode ser reduzida devido a uma maior producdo de
compostos essenciais ao crescimento e diferenciagdo celulares (Santos et al. 2005). Ao mesmo
tempo, como a percentagem dos compostos volateis determinada é relativa, ndo é possivel
analisar de modo rigoroso o aumento ou diminuicdo da concentragdo de um determinado
composto e se esta variagdo se deve ao seu valor real absoluto ou ao decréscimo ou aumento da

concentragao percentual relativa de outros componentes.

3.2.3.2. Composicao volatil das raizes transgénicas sujeitas ao ensaio de biotransformacao

3.2.3.2.1 Mentol

O mentol (I-mentol) € um composto monoterpénico oxigenado, possui um agradavel odor e
sabor e é utilizado na alimentac&o, cosmética e na preparagao de farmacos orais (Miyazawa et al.
1999). Este composto volatil, utilizado como substrato de biotransformagéo no presente trabalho,
nao é s6 o componente maioritario dos 6leos de menta, mas pode ser também sintetizado a partir
de d-citronelal, timol e mirceno (Miyazawa et al. 2003). A molécula de mentol compreende 4 pares
de isdbmeros opticos: () — mentol, () — isomentol, (+) — neomentol e (x) — neo-isomentol. Dos oito
isdbmeros oOpticos activos, s6 o (-) —mentol possui as caracteristicas odoriferas e exerce a
sensagao unica de frescura/frio na pele e nas membranas mucosas (Trasarti et al. 2004).

Na analise realizada relativa ao efeito da adigdao do substrato mentol na composicdo de
volateis das raizes transgénicas de L. officinale registou-se que apds a adicdo de mentol ndo se
observou a formagédo de nenhum produto volatil novo resultante da biotransformacéo, Tabela 3.3 e
Tabela 3.4. Para o primeiro ensaio, realizado num volume de 100 ml, nas primeiras 48h apés a
aplicagéo deste substrato, a percentagem relativa de mentol variou entre os 60 e os 80%, havendo
um ligeiro decréscimo do primeiro para o segundo dia. Uma semana (168 h) depois da adi¢cdo de

substrato, ocorreu uma diminuigdo mais acentuada, passando para cerca de metade a quantidade
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percentual do mentol na composicado volatil das raizes. Da primeira para a segunda semana
(336h) apds a aplicagao do substrato, ocorreu um decréscimo de 33% para 5% na concentragao
relativa de mentol, Fig. 3.9. No ensaio realizado em 50 ml de meio, Fig. 3.9 a, a diminuigdo mais
acentuada da quantidade de mentol registou-se durante a primeira semana (168 h) apds a sua
adicdo. Verificou-se também que a percentagem de mentol se manteve mais elevada nas ultimas
semanas para o ensaio em 50 ml de meio. No ensaio em 100 ml de meio, na quarta (672 h) e
quinta semana (840 h) apés a adi¢do do substrato, verificou-se que o mentol era um componente

praticamente vestigial, Fig. 3.9 b.

Tabela 3.3. Composigdo percentual volatil das raizes transgénicas de Levisticum officinale ao longo das
primeiras 48 h e das 5 semanas apds a adigdo do substrato mentol (25 mg.l'1), mantidas em escuridao
permanente a 24°C e 80 r.p.m. num volume de 100 ml de meio SH.

Compostos Tempo (horas) | Tempo (semanas)

IR 1 4 8 24 32 48 1 2 3 4 5
Benzaldeido 927 0,2 v v v v 0,1 0,2 0,5 0,3 0,1 0,1
a-Pineno 930 0,4 v v v v 0,2 0,3 03 0,3 0,1 0,1
n -Heptanol 952 0,1 v 0,1 \ v 0,1 v 0,1 0,2 v 0,2
B-Pineno 963 0,2 \ v v \ 0,2 0,1 0,6 0,4 0,2 0,2
2-Octanona 967 0,2 v v v v 0,1 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1
2-Pentilfurano 973 \ \ \ \ 0,3 \ \ \ \ \ \
n-Octanal 973 43 1,5 1,6 14 1 3.1 6 52 3,0 24 3,7
Benzeno acetaldeido 1002 0,1 v v v v v 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1
p-Cimeno 1003 0,1 v v v v v 0,1 0,3 0,2 03 0,2
B-Felandreno 1005 0,1 v v v v v 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1
Limoneno 1009 0,1 v v v v v 0,1 0,2 0,2 v 0,1
n-Octanol 1045 0,5 v 0,2 v v 0,1 0,2 0,5 0,1 0,1 0,1
2-Nonanona 1058 0,5 0,2 0,1 v v 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2
n-Nonanal 1073 0,8 0,2 0,4 0,2 v 0,2 1,2 0,8 0,5 03 0,4
trans -Vertocitral c* 1077 0,3 0,2 0,1 \ \ 0,4 0,1 0,2 v 0,4 0,2
2-trans-Nonen-1-al 1114 0,9 03 0,3 v 03 0,5 0,8 0,5 0,1 0,4 0,4
Pentil Benzeno 1119 0,9 0,5 0,5 0,4 0,5 1,1 0,3 2,7 1,6 1,8 2,4
Pentil ciclo hexadieno 1125 0,5 0,3 0,4 v 0,2 1,0 2,9 2,3 3,4 2,2 0,8
Mentol 1148 70,2 66,1 71,5 82,4 79,6 72,6 33 438 1,0 0,7 0,6
2-trans ,4-trans Nonadienal 1184 0,3 0,1 0,2 0,2 0,1 v 0,9 0,2 03 0,1 0,1
n-Dodecano 1200 0,1 v 0,1 0,2 v v 0,3 0,3 v 0,2 04
2-trans -Decenal 1224 0,6 03 0,4 0,3 v 0,7 1,2 0,7 0,8 0,5 0,2
Carvacrol 1286 0,4 03 0,1 0,6 0,4 0,2 2,0 0,6 v 0,5 0,3
trans -4-Undecenal 1402 2,5 0,6 0,6 0,5 0,4 0,2 0,3 0,5 0,9 0,7 0,9
y-Decalactona 1430 v 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 v 0,2 0,5 0,2 0,3
y-Elemeno* 1430 v 03 0,3 03 0,1 0,1 v 03 0,6 1.1 0.8
cis-p-Farneseno* 1476 v 04 0,4 0,4 0,1 0,1 0,2 0,3 3,6 0,9 0,3
Germacreno B * 1533 04 0,9 0,6 1,3 0,6 0,4 2,5 2,4 8,1 4,4 12
3-n -Butilftalido* 1591 \ \ 0,1 \ \ 0,1 v v v 0,2 0,2
3-cis -Butilideno ftalido 1615 1 1.1 0,5 0,4 0,5 03 0,2 1.2 0,6 11 1,3
3-trans -Butilideno ftalido 1655 1,3 0,9 0,4 0,2 0,4 0,3 0,2 23 0,9 1,5 2,1
Z-Ligustilido 1660 33 25 1,9 0,6 1,6 0,5 32 53 4,7 2,6 14
E-Ligustilido 1669 v 0,7 0,2 v 0,2 v v 0,7 03 0,2 0,6
NI 1835 1 0,9 0,7 0,4 0,6 0,5 1,3 23 0,9 1,8 4,5
Acido hexadecanoico (palmitico) 1908 0,8 4,6 29 2,8 3,2 25 5,6 7,2 3,1 3,0 3,0
Z-Falcarinol 2002 4,9 9,5 7.9 3,8 7.2 8,8 18,4 36,2 52,6 57,5 42,6
Acido linéleico 2125 v 1,5 1,1 0,2 1,6 25 2,6 58 0,7 1,1 42
% de Identificagao 96,0 94,1 93,8 96,9 99,0 97,2 85,2 86,5 90,7 86,9 74,2

Compostos agrupados

Hidrocarbonetos monoterpénicos 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,7 1,8 1,4 0,7 0,6
Monoterpenos oxigenados 70,6 66,6 71,8 83,3 80,1 72,9 35,0 5,6 1,5 1,3 1.1
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,4 1,5 1,3 2,0 0,8 0,6 2,7 3,1 12,3 6,4 2,3
Poliacetilenos 4,9 9,5 7,9 3,8 7.2 8,8 18,4 36,2 52,6 57,5 42,6
Ftalidos 5,6 53 3,1 1,2 2,7 12 3,6 9,5 6,5 5,6 5,6
Acidos gordos 0,8 6,1 4,0 3,0 4,8 5,0 8,2 13,0 3,8 41 7,3
Outros 12,8 4,2 5,0 3,2 2,8 7,9 15,3 15,1 11,9 9,4 10,2

IR: indices de retencéo relativos a uma série de n-alcanos Cg-C2 num coluna DB-1. v: vestigial (<0,1%).
NI - ndo identificado *Compostos identificados apenas com base no espectro de massa.
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Tabela 3.4. Composigdo percentual volatil das raizes transgénicas de Levisticum officinale ao longo das
primeiras 48 horas e das 5 semanas apos a adigdo do substrato mentol (25 mg.l'1), mantidas em escuridao
permanente a 24°C e 80 r.p.m. num volume de 50 ml de meio SH.

Compostos Tempo (horas) | Tempo (semanas)
IR 4 24 48 1 2 3 4 5
Benzaldeido 927 v 0,3 0,1 0,2 0,3 0,4 0,7 0,6
a-Pineno 930 \ 0,3 0,1 0,2 0,3 0,4 2,2 0,6
n -Heptanol 952 0,3 0,1 0,3 0,3 0,3 0,6 0,5 0,3
B-Pineno 963 0,3 0,1 0,1 0,1 0,2 0,6 0,9 1,0
2-Octanona 967 v v v 0,4 0,4 0,8 1,9 0,4
2-Pentilfurano 973 \ v \ \ v \Y v v
n-Octanal 973 2,6 3,4 2,5 3,0 4,0 7.4 13,1 57
Decano 1000 v v \Y 0,2 v v 0,2 v
1-Deceno 1011 v v \ 0,2 0,2 0,7 0,2 0,4
Benzeno acetaldeido 1002 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,8 0,7
p-Cimeno 1003 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,5 0,7
B-Felandreno 1005 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,5 0,7
Limoneno 1009 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,7 0,7
2-Metil decano 1058 \ v v \Y v \ 0,3 0,4
n -Octanol 1045 0,8 v 0,2 0,7 0,5 1,0 1,6 2,2
2-Nonanona 1058 0,2 0,2 0,1 0,4 0,8 0,9 1,2 1,2
n-Nonanal 1073 0,9 0,7 0,6 1,0 0,5 1,2 1,6 21
trans -Vertocitral c* 1077 0,1 \ \ 0,2 0,1 0,9 1,1 v
Undecano 1100 \% v v \% v v v v
2-trans -Nonen-1-al 1114 1,6 0,2 0,4 0,7 0,8 1,6 1,4 1,0
Pentil Benzeno 1119 \ 0,4 0,3 0,8 1,7 3,9 2,8 1,6
Pentil ciclo hexadieno 1125 v v v 1,6 2,8 3,9 2,2 5,2
Naftaleno 1139 \ v v \ v v \ v
Mentol 1148 73,0 76,9 62,3 7,5 5,8 6,7 2,9 31
n-Decanal 1180 \% \% \% 0,1 \% \% 0,4 \%
2-trans ,4-trans Nonadienal 1184 0,5 0,3 0,2 0,4 0,6 0,6 1,0 2,4
n-Dodecano 1200 0,5 0,4 0,2 0,9 0,5 0,5 1,5 2,5
2-trans -Decenal 1224 0,8 v 0,6 0,7 0,5 2,6 1,2 1,5
Carvacrol 1286 0,8 \ v 0,6 0,7 0,2 1,1 Y
trans -4-Undecenal 1402 2,2 0,6 0,8 0,7 0,9 1,0 0,6 1,0
y-Decalactona 1430 \Y \ \Y 0,5 1,0 0,6 0,2 1,0
y-Elemeno* 1430 \ \ v 0,2 Y 0,2 0,2 0,1
cis -B-Farneseno* 1476 0,4 \% v \Y 0,6 1,2 0,2 \
Germacreno B * 1533 0,4 \ 0,2 2,5 3,1 6,0 3,8 7,0
3-n -Butilftalido* 1591 0,9 1,1 0,6 1,0 v v 0,4 v
3-cis -Butilideno ftalido 1615 0,5 0,9 0,8 1,0 1,8 1,2 41 0,8
3-trans -Butilideno ftalido 1655 0,8 2,6 1,4 1,9 2,0 2,9 23 0,7
Z-Ligustilido 1660 0,8 v 0,6 2,1 6,2 12,5 4,6 7,5
E-Ligustilido 1669 v v \ 0,9 1,5 \Y 0,8 v
NI 1835 0,0 0,5 0,6 1,0 0,6 1,8 0,8 4.8
Acido hexadecanoico (palmitico) 1908 1,7 2,6 1,5 8,2 6,1 3,8 6,9 41
Z-Falcarinol 2002 2,5 3,0 3,2 30,0 36,4 16,4 10,1 25,0
Acido linéleico 2125 v 0,7 0,5 5,0 2,7 1,8 0,4 2,4
% de ldentificagdo 93,1 95,3 78,0 74,7 83,7 83,4 771 84,7
Compostos agrupados
Hidrocarbonetos monoterpénicos 0,7 0,9 0,5 0,7 0,7 1,7 4,8 3,7
Monoterpenos oxigenados 73,8 76,9 62,3 8,6 7,5 7,5 4,2 4,2
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,9 v 0,2 2,7 3,6 7.4 4,2 7.1
Poliacetilenos 25 3,0 3,2 30,0 36,4 16,4 10,1 25,0
Fetalidos 2,9 4,6 3,4 6,9 11,5 16,6 12,2 8,9
Acidos gordos 1,7 3,3 2,0 13,1 8,8 5,6 7,3 6,6
Outros 9,6 6,5 57 11,8 14,5 25,4 32,3 27,0

IR: indices de retengao relativos a uma série de n-alcanos Cg-C2, num coluna DB-1. v: vestigial (<0,1%).
NI - n&o identificado *Compostos identificados apenas com base no espectro de massa
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Figura 3.9. Variagdo da concentragdo relativa de mentol, ao longo do tempo, nas raizes transgénicas de
L. officinale sujeitas a adi¢ao substrato, duas semanas apds inoculagdo num volume de 100 ml (a) e 50 ml (b)
de meio SH.

Comparando-se a composigdo volatil das raizes transgénicas sujeitas a presenga do
substrato mentol com a composicdo volatil constitutiva das raizes transgénicas de levistico,
verificou-se que os grupos maioritarios de compostos volateis sdo os mesmos, havendo uma
reducdo da percentagem relativa de alguns compostos devido a grande concentracao percentual
de mentol nalguns momentos do ensaio.

Com base na verificagdo da pureza do substrato e nos resultados da destilagdo-extracgédo
dos meios de cultura com substrato (brancos substrato) no final dos ensaios, verificou-se que a
evaporagao do mentol ao longo do ensaio foi minima ou nula e n&o se registou a partir da analise
volatil que ocorresse decomposigcao deste composto noutros compostos. A partir destes resultados
e tendo em conta que os monoterpenos em concentragcdes elevadas podem ser prejudiciais para
as estruturas biologicas (Weidenhamer et al. 1993 em Licker 2002), colocou-se a hipotese de que
o mentol teria sido fitotoxico para as células das raizes transgénicas sendo armazenado nos
vacuolos na sua forma glicosilada. Os vacuolos sdo considerados como sendo compartimentos de
desintoxicacdo das células (Wink 1997). A analise dos volateis isolados, apds hidrélise, com a
enzima [-glicosidase, das solugdes aquosas resultantes das destilagbes realizadas as raizes
transgénicas com adigdo de mentol, revelou uma percentagem relativa elevada de mentol na sua
constituicdo. Conclui-se desta forma que o mentol foi glicosilado sendo a sua maioria armazenado
nos vacuolos entre as 48 h e a primeira semana no caso das culturas em 100 ml de meio e entre a
primeira e segunda semana apos a adigdo do substrato relativamente as culturas em 50 ml de
meio.

Em culturas de células vegetais em suspenséo verificou-se que a glicosilagéo in vitro podia
ser considerada um mecanismo de desintoxicagdo, visto que as culturas de células vegetais nao
tém estruturas especializadas de armazenamento (Figueiredo et al. 1996). As raizes transgénicas
de levistico possuem estruturas secretoras internas, canais, caracteristicos da familia a que
pertencem. No entanto, o composto mentol na concentragao de 25 mg.I'1 € provavelmente téxico
para as raizes transgénicas, sendo armazenado no vacuolo das suas células. Furuya e a sua

equipa (1989) verificaram que os mentil-glicosidos sdo importantes produtos da biotransformagéao
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de mentol pelas culturas de células de Eucalyptus perriniana, e provavelmente estao relacionados
com um mecanismo de defesa (Miyazawa et al. 1999). Apesar desta possivel toxicidade, ndo se
registaram alteragdes no crescimento das raizes transgénicas de levistico (vide 2.3.1), nem na sua
morfologia (vide 2.3.2). No entanto, é possivel que uma concentragdo mais elevada de mentol
altere o seu crescimento e leve a morte celular. Berger e Drawert (1988) verificaram em células de
Mentha piperita, que a formagado de mentil-glicosidos estava dependente da concentragdo do
substrato, do periodo de incubagdo, da idade e agregacgéo celulares e da luz (Figueiredo et al.
1996). Alguns estudos revelaram que outros compostos como o limoneno, a-felandreno, a- e
B-pineno, 1,8-cineole, canfora, geraniol, nerol, linalol, citral, carvona e isomentona eram téxicos
para células de algumas espécies em cultura, sendo uma concentragdo de 0,5 mg.ml'1
(=1,5 mg.g'1 de peso fresco) suficiente para, nos primeiros estadios de desenvolvimento, levar a
morte celular (Charlwood et al. 1988, Falk et al. 1990, Orihara e Furuya 1994 em Figueiredo 1996).
Seria interessante a realizagdo deste estudo aplicando as raizes transgénicas diferentes
concentragbes de substrato, de modo avaliar de que forma estas influenciariam os parametros
analisados.

Para além de ser uma reacgao envolvida na desintoxicagao celular a glicosilagdo permite a
conversdo de compostos organicos instaveis e insoluveis em agua em compostos estaveis e
soluveis de modo a melhorar as suas propriedades bio- e farmacoldgicas. Glicosidos de
compostos volateis tais como alcoois aromaticos e alcoois terpénicos sdo usados extensamente
em medicina popular (Shimoda et al. 2006). No presente trabalho, pode colocar-se a hipétese de
que esta reacgdo ndo seja s6 um processo de desintoxicagdo celular, mas um mecanismo de
transformagédo do mentol num composto mais estavel e soluvel em agua, de modo a facilitar o seu
transporte. De acordo com Berger e Drawert (1988) as culturas de células podiam transformar
substratos exdgenos em carbono e energia através da transferéncia destes para as vias
metabdlicas primarias. A glicosilagao destes substratos facilitaria o seu transporte para os sitios de
catabolismo enzimatico (Figueiredo et al. 1996). Desta forma, a glicosilagao de mentol por parte
das raizes transgénicas de levistico pode ter como objectivo a utilizagdo deste substrato no
metabolismo primario deste 6rgdo. No entanto, para além de ndo se terem observado alteragbes
na desassimilagdo das raizes transgénicas sujeitas a presenga de mentol que revelem um
aumento da sua actividade metabdlica, néo foi realizado um acompanhamento ao longo do ensaio
em relagao a variagao de compostos glicosilados.

A biotransformagédo de mentol foi registada em diferentes organismos, originando-se varios
produtos. Miyazawa e colaboradores (1999) verificaram a ocorréncia de biotransformagao de
mentol no aparelho digestivo das larvas do insecto Spodoptera litura, produzindo-se
7-hidroximentol. Em Aspergillus niger, Asakawa e a sua equipa (1991) registaram a conversao de
(-)-mentol em 1-,2-,6-,7-,8- e 9-hidroximentol e de (+)-mentol em 7-hidroximentol. Suga (1987)
verificou que células em suspensao de Nicotiana tabacum biotransformavam o mentol dando

origem a varias cetonas (Miyazawa et al. 1999). Estudos em microssomas do figado de rato
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revelaram a conversdo o mentol em p-mentano-3,8-diol, p-mentano-3,9-diol, acido
3,8-oxi-p-mentano-7-carboxilo e acido 3,8-dihidroxi-p-mentano-7-carboxilo (Madhava e Srivatsan
1993 em Miyazawa et al. 2003).

Em raizes transgénicas de Anethum graveolens, da mesma familia que o L. officinalle,
ocorreu a biotransformagao de mentol em acetato de mentilo (Faria et al. 2007). Este facto mostra
que mesmo que duas espécies sejam muito proximas, e que o seu metabolismo seja idéntico, a
regulacdo deste metabolismo pode ser diferente, existindo diferentes enzimas envolvidas nesta
regulacdo. Enquanto que as raizes transgénicas de aneto possuem acetiltransferases

responsaveis pela formacao deste acetato as raizes de levistico s&o ricas em glucosiltransferases.

3.2.3.2.2. Geraniol

O geraniol (trans-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol) € um composto terpénico usualmente
utilizado na composicédo de importantes fragrancias devido ao seu fresco odor a flores (Wolken e
Werf 2001, Backtorp et al. 2007). E um dos mais antigos compostos organicos conhecidos e tem
como fontes naturais plantas como a Rosa damascena, o Pelargonium graveolens, o Cymbopogun
martini (Limberger et al. 2003), o C. nardus e o P. roseum (Takechi e Miyazawa 2006), mas é
responsavel sobretudo pelo tipico aroma das plantas do género Geranium (Hoschle e Jendrossek
2005). Um estudo realizado por Yu e colaboradores (1995) demonstrou a importancia medicinal do
geraniol, verificando que este ao ser adicionado a dieta de ratos inibia o crescimento dos tumores
de que estes padeciam e aumentava o seu tempo de vida. A biotransformacdo do monoterpeno
geraniol tem sido referida em plantas, microorganismos e insectos (Demyttenaere e Pooter 1996,
Figueiredo et al. 1996, Hamada et al. 1997, Demyttenaere e Kimpe 2000, King e Dickinson 2000,
Demyttenaere e Kimpe 2001, Wolken e Werf 2001, Takechi e Miyazawa 2006).

Na andlise da composicao volatil das amostras correspondentes as raizes transgénicas
sujeitas a presenca de geraniol, verificou-se que houve formacdo de seis novos compostos
volateis: linalol, a-terpeniol, citronelol, nerol, neral e geranil acetato, Tabela 3.5. Verificou-se que a
biotransformagdo ocorreu 1h apdés a adicdo do substrato, embora se tenham registado
concentragbes percentuais reduzidas. A concentracdo percentual de geraniol tendeu a baixar ao
longo do tempo, registando-se uma maior reducdo deste substrato uma semana apds a sua
adigdo. As 24 h apds a adigdo do substrato verificou-se que a concentragédo de geraniol era de
9%. Este valor podera estar relacionado com o aumento da concentragédo percentual relativa de
outros compostos. Registou-se que as concentragdes relativas de geraniol nas ultimas semanas
atingiram valores minimos. As concentragdes percentuais de citronelol, nerol, e neral também
tenderam a decrescer ao longo do tempo. Estes trés compostos possuem indices de retencéo
muito proximos nao sendo possivel ha maioria dos casos analisa-los separadamente, pelo que se
optou pelo somatdrio das concentragdes percentuais dos trés compostos.

Os compostos volateis linalol, a-terpeniol e acetato de geranilo variam praticamente da

mesma forma ao longo do ensaio, verificando-se que as suas concentragdes nunca atingiram
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valores elevados, isto € ocorreram numa percentagem relativa <2%.

Tabela 3.5. Composigdo percentual volatil das raizes transgénicas de Levisticum officinale ao longo das
primeiras 48 horas e das 5 semanas apds a adigdo do substrato geraniol (25 mg.l'1), mantidas em escuridao
permanente a 24°C e 80 r.p.m. num volume de 50 ml de meio SH.

Compostos Tempo (horas) | Tempo (semanas)

IR 1 4 8 24 32 48 1 2 3 4 5
Benzaldeido 927 0,6 0,2 0.4 0,3 0,9 0.4 1,0 0,4 0,3 0,1 0,2
a-Pineno 930 0,6 0,2 0,6 0,2 0,8 0,5 1,0 0,3 0,3 0,2 0,3
n -Heptanol 952 0,5 0,5 0,5 0.4 0,5 0,3 1.7 04 0,2 0,2 0,3
B-Pineno 963 0,2 0,3 0,7 0,4 0,5 0,2 21 0,5 0,2 0,2 0,3
2-Octanona 967 0,1 0,3 0,4 0,3 0,2 0,2 05 0,3 0,2 0,2 0,6
2-Pentilfurano 973 v v v v v v v v v v v
n-Octanal 973 2,7 4.1 3,1 6,3 53 3,7 58 3.1 2,0 2,6 56
Decano 1000 0,2 v 0,1 0,5 v v 1,0 0,2 0,1 v 0,2
1-Deceno 1011 0,2 0,4 0,5 0,1 0,5 0,4 0,4 0,5 0,1 0,2 0,1
Benzeno acetaldeido 1002 0,2 0,5 1.1 0,2 0,4 0,1 3,9 0,8 0,2 0,2 0,3
p-Cimeno 1003 0,2 0,5 1.1 0,2 0.4 0,1 5,0 0,4 0,1 0,1 0,2
B-Felandreno 1005 0,2 0,5 0,5 0,2 0.4 0,1 4,7 01 0,1 0,1 0,3
Limoneno 1009 0,2 0,5 0,3 0,2 0.4 0,1 0,4 0,2 0,2 0,2 0,4
n-Octanol 1045 0,2 0,4 0,5 0,6 1,5 0,5 1,0 0,4 0,2 0,3 0,5
2-Metil decano 1058 0,1 v v 0,1 v 0,1 0,4 0,2 0,1 0,1 0,1
2-Nonanona 1058 0,2 0,5 0,4 0,6 0,6 0,5 0,7 0,3 0,2 0,3 04
n-Nonanal 1073 0,6 0,8 0,7 0,7 1,2 0,8 0,9 04 0,3 0,3 0,8
Linalol 1074 0,6 0,8 0,7 1,1 1,2 0,8 0,4 0,5 0,1 0,4 0,2
trans -vertocitral c* 1077 0,1 0,4 \ 0,8 0,2 0,4 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1
Undecano 1100 0,1 v v 0,1 0,1 v v 0,4 v v 0,1
2-trans -Nonen-1-al 1114 0,5 0,5 1,4 1,4 1,0 0,8 1,2 0,7 0,5 0,5 0,7
Pentil Benzeno 1119 0,4 1,6 0,6 21 1,0 1,0 08 0,7 0,8 1,0 0,9
Pentil ciclo hexadieno 1125 0,4 0,5 0,2 0,9 1,4 1,2 0,4 0,4 1,2 1,4 1,6
Naftaleno 1139 0,1 0,1 0,2 0,4 v 0,4 0,4 0,1 v 0,1 0,1
a-Terpineol 1159 11 0,6 3,0 1,4 0,9 1,0 0,5 0,7 0,3 0,2 0,3
n-Decanal 1180 0,1 \ 0,2 0,1 0,1 0,1 0,5 0,2 v 0,3 0,3
2-trans ,4-trans Nonadienal 1184 0,1 0,4 0,6 0,7 0,5 0,6 0,3 0,4 0,3 0,7 0,2
n-Dodecano 1200 0,4 0,4 0,7 0,8 1,4 0,2 1,2 0,8 0,1 0,5 0,9
Citronelol+Nerol+Neral 1206-1210 5,1 14,5 10,4 14,7 6,4 1,2 4,6 0,9 v 0,1 0,1
Geraniol 1236 38,6 40,6 29,7 9,2 30,0 1,2 0,6 0,4 0,1 0,3 0,3
2-trans -Decenal 1224 3.3 52 8,8 2,6 2,4 1.4 1.4 0,7 0,4 0,7 0,5
Carvacrol 1286 0,4 0,6 1,0 1,5 21 0,3 0,6 04 0,3 0,2 0,1
Acetato de Geranilo 1370 0,0 0,5 0,4 1,6 0,3 0,8 0,6 0,3 0,2 0,4 0,1
trans -4-Undecenal 1402 1.1 1,3 2,3 24 2,9 2,2 2,3 1,5 0,7 1,0 1,2
y-Decalactona 1430 0,1 v 0,1 0,7 0,1 0,3 1,0 0,6 0,5 0,6 0,6
y-Elemeno* 1430 0,1 v v 0,7 0,1 0,3 0,9 0,7 0,7 0,6 0,4
cis -B-Farneseno* 1476 0,2 v v 1,0 04 0,2 1.4 0,9 0,4 1.4 0,9
Germacreno B * 1533 1.4 1,3 0,8 1,8 43 25 1,6 2,5 4,2 43 3.2
3-n -Butilftalido* 1591 0,1 \ \ 0,3 0,3 0,3 0,6 0,2 0,3 0,3 0,8
3-cis -Butilideno ftalido 1615 0,9 21 1,4 2,8 0,7 2,4 3,0 2,7 1,7 3,0 23
3-trans -Butilideno ftalido 1655 1,3 0,2 0,7 24 0,6 29 1,9 1,8 1,7 21 24
Z-Ligustilido 1660 3,0 3,5 1,3 73 25 6,8 3,8 6,7 6,6 51 3,8
E-Ligustilido 1669 0,2 0,0 0,1 14 0,4 1.4 1,0 1,2 1,4 1,0 0,8
NI 1835 1.4 0,7 1,2 1,9 1.3 3.9 1.1 2,6 1,9 2,7 3.1
Acido hexadecanoico (palmitico) 1908 53 3,8 6,1 39 4.6 13,1 53 12,6 5,0 7,5 10,4
Z-Falcarinol 2002 10,3 3,0 3,2 71 6,8 242 v 18,9 47,9 35,8 26,5
Acido linéleico 2125 3,6 v 2,9 0,9 25 58 1,8 8,4 4,2 3,8 4,6
% de Identificagdo 86,1 91,1 87,7 83,4 88,5 81,8 68,4 74,9 84,8 78,8 74,8

Compostos agrupados

Hidrocarbonetos monoterpénicos 1,5 1,9 3,1 1,4 23 1,0 13,1 1,4 1,0 0,7 1,4
Monoterpenos oxigenados 46,0 57,7 45,3 30,2 41,0 5,6 8,3 3,8 1,5 23 1,7
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 1,7 1,3 0,8 3,4 4,8 3,0 4,0 41 53 6,3 4,5
Poliacetilenos 10,3 3,0 3,2 7.1 6,8 242 v 18,9 47,9 35,8 26,5
Fetalidos 55 57 3,4 14,1 4,6 13,8 10,2 12,6 11,8 11,4 10,0
Acidos gordos 9,0 3,8 9,0 4,8 7.1 19,0 7.1 21,0 9,2 11,3 15,0
Outros 12,2 17,7 22,8 22,3 21,8 15,2 25,8 131 8,0 10,8 15,6

IR: indices de retenc&o relativos a uma série de n-alcanos Co-C2 num coluna DB-1. v: vestigial (<0,1%).
NI - ndo identificado *Compostos identificados apenas com base no espectro de massa

Neste trabalho analisou-se ainda o grau de pureza do geraniol, no momento da adi¢cao as
culturas (tempo 0), isto €, determinou-se que nao existiam outros compostos presentes na solugéo
de substrato que pudessem interferir no ensaio, e serem eles mesmos substratos de
biotransformagéo. Determinou-se ainda se, ao longo do tempo da experiéncia, ocorria perda do

substracto por evaporagao e conclui-se que a sua evaporagdo era minima ou nula ao longo do
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ensaio. Por outro lado, ndo se registou a partir da analise volatil do branco com substrato a
decomposi¢cao do geraniol noutros compostos. Da mesma forma que para o substrato mentol,
colocou-se a hipétese de que tanto o geraniol como os produtos resultantes da biotransformacgao
seriam transportados para o vacuolo sob a forma de compostos glicosilados. No entanto, tem que
se ter em conta que os compostos resultantes da biotransformacao do geraniol também podem
sofrer evaporagao (King e Dickinson 2000).

A analise dos volateis isolados, apds hidrélise, com a enzima B-glicosidase, das solugdes
aquosas resultantes das destilagdes das raizes transgénicas realizadas 1, 8, 24, 32 e 48 h apds a
adicdo de geraniol, revelou a presencga de geraniol, citronelol, nerol, neral na sua constitui¢ao.
Conclui-se desta forma que houve biotransformagdo de geraniol com a formagdo de novos
compostos volateis e glicosilagdo deste e de alguns dos seus produtos, 1 h apos a sua adigao.

Em culturas de células em suspensao de Achillea millefolium verificou-se que os compostos
nerol, neral e geranial eram os componentes maioritarios detectados depois da incubagdo com
uma concentracao de 50 mg.I'1 de geraniol (Figueiredo et al. 1996). Figueiredo e colaboradores
(1996), registaram que dois dias apds a adi¢gdo do geraniol, este e os produtos resultantes da sua
biotransformagado deixaram de ser detectados durante o crescimento da cultura celular sendo
convertidos nas suas formas glicosidicas, até um periodo da fase estacionaria correspondente a
lise celular. A conversao de geraniol para nerol, também foi detectada em culturas de células em
suspensao de Euphorbia characias, Nicotiana tabacum, Catharanthus roseus, Glycine Max por
Carriere e a sua equipa (1989) e em Petroselinum crispum por Gbolable e Lockwood (1989)
(Figueiredo et al. 1996). Pensa-se que a conversao de geraniol para nerol é realizada por uma
reductase ou uma isomerase. Dunphy e Allcock (1972) isolaram uma reductase das pétalas de
rosa (Luan et al. 2004). Mas foi também detectada a presenga de uma isomerase, que ja tinha
sido detectada por Banthorpe e Poots (1979) em Rosa damascena (Luan et al. 2004). Hamada e
colaboradores (1997) verificaram que em células em suspensdo de Catharanthus roseus a
oxidacdo da posicao C-8 (grupos metil alilicos) do geraniol é provavelmente a via metabdlica
principal na biotransformacgao deste composto, originando-se compostos como o 8-hidroxicitronelol
e 8-hidroxinerol. Nestas culturas de células, numa fase precoce da incubagdo, o geraniol era
convertido em nerol e citronelol. Isto demonstrou que a cultura de células possuia isomerases que
convertiam o geraniol em nerol e reductases responsaveis pela redugdo da cadeia dupla C-C do
geraniol transformando-o em citronelol na primeira fase de incubagdo das culturas
(Hamada et al. 1997). Visto que as raizes transgénicas de levistico biotransformaram o geraniol
produzindo nerol e citronelol, possivelmente possuem isomerases e reductases com
especificidade para este composto.

Em relacdo a formacdo de acetato de geranilo pelas raizes transgénicas de levistico, um
estudo de Dubey e Luthra (2001) em Cymbopogon martinii, Roxb. wats. var. motia, conhecida
vulgarmente como palmarosa, demonstrou que esta produzia um 6leo essencial rico no composto

monoterpénico geraniol, nas suas flores e folhas. Estes autores verificaram que em inflorescéncias

51



Resultados e Discusséao

imaturas desta planta uma quantidade consideravel de geraniol sofria acetilagcdo para formar
acetato de geranilo, que sofria depois hidrolise para formar geraniol, nas inflorescéncias maduras.
Neste estudo, fez-se pela primeira vez a identificagdo da enzima esterase e da sua actividade na
catalise do acetato monoterpenilo aciclico, convertendo acetato de geranilo em geraniol (Dubey e
Luthra 2001). No presente trabalho como se verificou a biotransformacédo de geraniol em acetato
de geranilo, pensa-se que as raizes transgénicas de levistico possuam acetil transferases
responsaveis por este processo. No entanto, pode colocar-se a hipétese de que ao mesmo tempo
que ocorre esta transformacao, existam esterases que catalizem a reacgao inversa.

Dubey e Luthra (2001) observaram ainda um decréscimo de conteudo de geraniol destas
plantas com o aumento da sua maturidade, verificando que esta variagdo podia dever-se a um
processo de glicosilagdo na formacao de geranil-D-glicosidos. Estes compostos seriam depois
usados em processos do metabolismo primario (Dubey e Luthra 2001). Assim como para o
processo de glicosilagdo no caso do substrato mentol nas raizes transgénicas de levistico poder
estar relacionado ndo s6 com a toxicidade do substrato monoterpénico, a glicosilacdo do geraniol
pode também representar uma forma deste composto ser utilizado de uma melhor maneira pelas
raizes transgénicas. O mesmo pode acontecer relativamente aos seus compostos derivados. A
glicosilagdo destes compostos volateis pode ser uma maneira de os transformar em compostos
mais Uteis que poderdo vir a ser utilizados no metabolismo primario da planta ou como
intermediarios no metabolismo secundario. Stahl-Biskup (1987) refere que o geraniol, nerol,
linalool e a-terpeniol representam os monoterpenos glicosilados mais vezes detectados em varias
plantas, sendo quatro intermediarios importantes na biossintese de monoterpenos. Este facto
pode indicar uma ligagao entre os monoterpenos glicosidicos e a biossintese de monoterpenos
(Stahl-Biskup 1987). Outros resultados registados por Horster (1976) e outros investigadores
referem os compostos glicosidicos como uma forma de transporte dos monoterpenos, do local de
biossintese para o local da sua acumulagdo, em estruturas especializadas das plantas (Stahl-
Biskup 1987). Para além disso & conhecido que o geraniol € insolavel na agua, no entanto, o
glicésido do (B-geranilo € soluvel em fases organicas e aquosas, e em adicdo pode representar
uma forma do seu transporte (Stahl-Biskup 1987). No presente trabalho n&o foi possivel analisar a
variagdo dos compostos glicosidicos por um periodo de tempo mais prolongado. No entanto,
durante o tempo de ensaio ndo se registaram alteragdes relevantes no crescimento em relagéao
aos parametros analisados.

Encontra-se na bibliografia grande referéncia a estes compostos terpénicos derivados do
geraniol e obtidos no presente trabalho com raizes transgénicas de levistico e as suas formas
glicosiladas, na produgao e qualidade de vinhos. Os constituintes principais terpendides
aromatizantes de vinhos s&o o linalol, o nerol, o geraniol, o a-terpeniol e o citronelol (Park e Noble
1993 em King e Dickinson 2000). Os terpendides sdo importantes para distinguir as diferentes
variedades de uvas, a variedade Muscat por exemplo, apresenta um elevado nivel de linalol (King

e Dickinson 2000). Nas uvas, os terpendides existem tanto na sua forma livre como na sua forma
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glicosilada. Estes complexos glicosidicos ndo volateis sdo conhecidos como sendo precursores
dos aromas dos vinhos. Park e Noble (1993) e Zoecklein e colaboradores (1997) verificaram que
estes terpenodides podiam voltar as suas formas livres durante o processo de vinificagdo através
da actividade de glicosidases, existentes em leveduras (King e Dickinson 2000). Ganga e a sua
equipa (1999) sugeriram aumentar a actividade desta enzima de modo a amplificar os niveis de
terpendides nos vinhos (King e Dickinson 2000). A acgédo da enzima consiste na quebra da cadeia
do terpeno com o agucar e leva a formagao de estruturas quimicas como as agliconas (volatil
quando livre) que podem variar tomando a forma de terpenos (linalol, geraniol, nerol, citronelol ou
a-terpeniol) (Villena et al. 2007). Para além da aromatizagdo dos vinhos a formagao de aroma nas
flores também parece ser regulada pela ac¢do de varios tipos de glicosidases ou por uma
glicosidase que hidrolisa uma grande quantidade de precursores de aromas glicosidicos. Oka e
colaboradores (1997) verificaram que a B-glucosidase parece estar principalmente envolvida na
formagao de aromas nas flores de rosas. Francis e Allcock’s (1969) verificaram que o geraniol,
nerol e citronelool sdo encontrados como glicsidos em espécies de Rosa (Stahl-Biskup 1987).

Para além de possuirem glicosidases as leveduras sdo também capazes de biotransformar
alguns terpenos através de outras reacgdes. Drawert e Barton (1978) verificaram que a levedura
Kluyveromyces lactis era capaz de produzir geraniol, linalol e citronelol, a uma baixa concentragcao
(50 pg.l'1), sendo o geraniol convertido em citronelol (King e Dickinson 2000). Foi demonstrado por
Gramatica e a sua equipa (1982) que Saccharomyces cerevisiae era capaz de reduzir o geraniol
ao seu enantiomero puro R-(+)-citronelol (King e Dickinson 2000). Esta reacg¢ao pode ter interesse
comercial visto que as diferentes formas de enantiomeros dos monoterpenos tém qualidades
sensoriais diferentes. No estudo realizado por King e Dickinson (2000) com estas duas leveduras
verificou-se que nenhuma possuia capacidade para produzir monoterpenos, no entanto
biotransformavam o geraniol através de varios tipos de reacgdes: redugdes (geraniol para
citronelol), translocagbes (geraniol e nerol para linalol), isomerizagdes de cis- para trans- (nerol
para geraniol), e ciclizagées (nerol e linalol para a-terpeniol) (King e Dickinson 2000). Visto que no
presente trabalho, se registou a formagéo de citronelol, possivelmente este formou-se a partir do
geraniol através de uma redugao catalizada por uma reductase. O linalol pode ter-se formado a
partir de geraniol ou do nerol resultante do geraniol por isomerizagéo. O linalol € o nerol podem ter
dado origem ao a-terpeniol através de reacgdes de ciclizagao.

Para além das leveduras utilizadas na vinificagdo, o fungo Botrytis cinerea, é reconhecido
como sendo responsavel pela degradagao de terpendides observados em vinhos feitos de uvas
que estiveram em contacto com o fungo (Boidron 1978, Shimizu et al. 1982 em Bock et al. 1988).

Relativamente a biotransformagdo do geraniol através de outros microorganismos,
Demyttenaere e Pooter (1996) verificaram que esporos de Penicillium italicum possuiam a
capacidade de biotransformar geraniol e nerol produzindo o composto 6-metil-5-hepten-2-ona por
periodos prolongados de tempo. Estes autores verificaram também que os esporos de fungos

parecem resistir de uma melhor forma a toxicidade provocada por elevadas concentragbes de
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substratos monoterpénicos, nido inibindo o seu crescimento ao contrario do que se verifica em
células em suspensao (Demyttenaere e Pooter 1996), sendo ainda mais resistentes que o seu
préprio micélio (Wolken et al. 2002). Aspergillus niger € conhecido por biotransformar ndo sé
geraniol, mas também os compostos citronelol e linalol nos seus derivados 8-hidroxi, uma reacgéo
referida como sendo w-hidroxilagdo (Madyastha et al. 1988, Madyastha e Murthy, 1988 em
Demyttenaere et al. 2004). Num estudo de Demyttenaere e a sua equipa (2000) os principais
produtos resultantes da bioconversao do geraniol e do nerol em culturas liquidas de Aspergillus
niger foram o linalol, o a-terpeniol, 2,6,6-trimetil-2-viniltetrahidropirano (TMVP) e um composto nao
identificado. Nesse trabalho com Aspergillus niger o pH das culturas foi sempre tido em conta,
para testar a possibilidade de conversdo quimica dos substratos devido as condigbes acidas do
meio. Foi descoberto que nem o geraniol nem o nerol foram convertidos em nenhum composto
num pH neutro e a pH 5. No entanto, num pH igual a 3,5, foi recolhido o composto linalol e a
formacgao de a-terpeniol a partir de nerol também foi registada a um pH de 3,5 (Demyttenaere et al.
2000). Nas raizes transgénicas de levistico ndo foi estudada a variagdo do pH do meio ao longo
do ensaio. No entanto, na analise da composi¢do volatil realizada ao meio com o substrato
geraniol, verificou-se que ndo houve degradagédo do geraniol noutros compostos. Este resultado
pode querer dizer que o pH nao variou ao longo do ensaio, mantendo-se nos 5,5. Pode colocar-se
a hipétese de que as raizes transgénicas sejam responsaveis pela acidificagdo do meio, e que a
formacao de a-terpeniol e linalol seja uma consequéncia desta acidificagao.

Para além das condi¢gdes acidicas do meio, Demyttenaere e colaboradores (2000)
registaram também que as condi¢des de extracgcdo, como a destilacdo a vapor, podem influenciar
a conversdo de geraniol noutros produtos, verificando que estes dois factores em conjunto,
acidificacdo do meio e a temperatura de extracgdo, eram responsaveis pela formagdo de
compostos a partir do geraniol. Para dois substratos, geraniol e nerol, Demyttenaere e
colaboradores (2000) utilizaram frascos controlo com diferentes pHs. Durante a destilagdo, uma
conversdo de geraniol para linalol foi registada a um pH de 3,5, e houve também a conversao de
geraniol em a-terpeniol nestas condigdes. Durante a destilagdo por vapor houve também uma
significativa conversao de nerol para linalol e a-terpineol a um pH de 3,5.

Em relagdo a biotransformacdo de geraniol em insectos Takechi e Miyazawa (2006)
verificaram que larvas do insecto da espécie Spodoptera litura biotransformavam o geraniol
originando 8-hidroxigeraniol, 9-hidroxigeraniol, acido (2E,6E)-8-hidroxi-3,7-dimetil-octadiendico,
acido (2E,6E)-3,7-dimetil-octadieno-1,8-didico e acido (2E,62)-3,7-dmetil-octadieno-1,9-didico. O
interesse no estudo destas larvas esta na sua importancia como catalisadores bioldgicos pois
possuem grandes niveis de actividade enzimatica contra terpendides visto que se alimentam de
plantas que contém estes compostos (Takechi e Miyazawa 2006).

Por fim, em raizes transgénicas de Anethum graveolens, da familia Apiaceae, Faria (2007)
registou a presenga de linalol, a-terpeniol, citronelol, geraniol, neral, acetato de geranilo, acetato

de nerilo, acetato de citronelilo, 6xido de linalol e 6xido de nerol quando suplementaram o meio de
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cultura com geraniol numa concentracao de 25 mg.I‘1. De igual forma que para o substrato mentol
as raizes transgénicas das duas espécies de Apiaceae apresentaram respostas diferentes aos
substratos aplicados. Em raizes transgénicas de Anethum graveolens registou-se a presencga de
um maior numero de acetatos aquando da analise da composigao volatil, podendo possivelmente
indicar uma maior actividade por parte de acetiltransferases ou um maior numero destas enzimas

nesta espécie do que em Levisticum officinale.
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4. Conclusées e perspectivas futuras

O reconhecimento de que as fungbes das raizes das plantas envolvem mais do que
absorcdo de agua e de nutrientes ou o estabelecimento de relagdes simbidticas abriu perspectivas
fascinantes para a investigacédo deste 6rgdo. As raizes podem ser reconhecidas como sendo um
local de actividade metabdlica Unica, sendo em muitos casos responsaveis pela biossintese de
metabolitos existentes em toda a planta. As hairy roots sdo cada vez mais utilizadas como um
sistema para o estudo da producdo de metabolitos secundarios, devido a sua estabilidade
genética e bioquimica, ao crescimento rapido num meio sem reguladores de crescimento.
Algumas culturas de raizes transgénicas tém sido testadas com o objectivo da produgéo de dleos
essenciais e sdo utilizadas varias estratégias para aumentar a produtividade de alguns compostos,
embora ndo se conhega actualmente nenhum procedimento geral eficiente visto que existem
diferencas entre espécies. Os terpenos podem ser uma promissora classe de produtos naturais,
particularmente os monoterpenos, que sdo relativamente baratos e produzidos em grandes
quantidades e muitos produtos com importancia industrial podem ser seus derivados.

A regeneragdo e a biotransformagdo podem ser vistas como formas de aumentar ou
produzir um composto de interesse. Neste trabalho procedeu-se a tentativa de regeneragao
espontanea e induzida de plantas transformadas a partir das raizes transgénicas de Levisticum
officinale em meio MS/2 sob um fotoperiodo de 16 h luz. Utilizaram-se como indutores da
regeneragdo a Higromicina B, Acido salicilico e radiagdo UV. Procedeu-se ainda a andlise do
crescimento, da composigéo volatil e da capacidade de biotransformagéo das raizes transgénicas
de Levisticum officinale mantidas em meio SH, sob escuriddo permanente, utilizando como
substratos mentol e geraniol numa concentragéo de 25 mg.l'1.

No que se refere a regeneragcdo, ndo se obtiveram regenerantes, havendo apenas a
formacao de tecido caloso no caso da regeneracgao espontanea em meio MS/2 sob um fotoperiodo
de 16 h luz e no caso da regeneracdo induzida por radiagdo UV. Nao se pode concluir que
radiagdo UV tenha um efeito indutor visto que os resultados foram semelhantes aos da
regeneracao espontanea. Conclui-se ainda que provavelmente o principal factor responsavel pela
nao regeneracao de plantas a partir das raizes transgénicas seja o elevado tempo de cultura
destas raizes. Em trabalhos futuros seria interessante a realizagdo dos mesmos ensaios
suplementando o meio de cultura com reguladores de crescimento. Também seria interessante
utilizar novamente a Higromicina B e o Acido salicilico integrando-os de outra forma no meio de
regeneracao, utilizando outras concentracdes e estudar outro procedimento para a utilizagdo da
radiagdo UV.

Em relacdo aos ensaios de biotransformagcdo pode concluir-se que os substratos
monoterpénicos utilizados nao influenciaram o crescimento nem a morfologia das raizes
transgénicas. Na andlise realizada relativa ao efeito da adi¢do do substrato mentol na composi¢ao
de volateis das raizes transgénicas de L. officinale ndo se observou a formagdo de nenhum

produto volatil resultante da biotransformagéo. Pelo contrario, apés a adigdo de geraniol
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registou-se a formacgao de seis novos compostos volateis: linalol, a-terpeniol, citronelol, nerol, neral
e geranilo acetato. No entanto, tanto o mentol como o geraniol e alguns dos seus produtos foram
armazenados na forma de compostos glicosilados no vacuolo. Este mecanismo de glicosilagdo
pode ser um processo de desintoxicagdo ou um modo de conversdo dos compostos insolluveis e
instaveis em compostos solUveis e mais estaveis, que possam ser transportados para outras
partes da planta e utilizados no seu metabolismo primario. Possivelmente as raizes transgénicas
de L. officinale possuem uma grande percentagem de enzimas glucosiltransferases que
apresentam uma grande actividade. Neste sentido sdo necessarios mais estudos relativamente ao
metabolismo destas raizes. Em trabalhos futuros seria interessante perceber qual a regulagéo das
vias metabdlicas envolvidas na biotransformacao de mentol e geraniol pelas raizes transgénicas
de L. officinale, passando pelo isolamento e caracterizacdo das enzimas envolvidas. Outro
trabalho futuro a realizar seria a biotransformagéo de concentragdes variadas de mentol e geraniol
com o objectivo de verificar a influéncia das diferentes concentragbes no crescimento e na
composicao volatil das raizes transgénicas destas raizes. Seria ainda aliciante, realizar o mesmo
estudo de biotransformagdo com o substrato geraniol analisando ao mesmo tempo as variagdes
de pH do meio de cultura de modo a averiguar a sua influéncia na formagéo de alguns compostos.

No contexto do trabalho realizado, seria interessante continuar a explorar o potencial das
raizes transgénicas de L. officinale na transformagédo de outros substratos exdgenos, ensaiando

outro tipo de compostos, concentragdes e momentos de adigdo diferentes.
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Anexo

6. ANEXO

Tabela 2.1. Composi¢do quimica do meio SH.
Composic¢ao Concentragao (mg.l'l)
Macronutrientes
CacCl, 151,00
KNO3 2500,00
MgSO4 195,05
(NH4)H2PO4 300,00
Micronutrientes
CoCl,.6H,0 0,10
CuS04.5H,0 0,20
FeNaEDTA 19,80
H3BO3 5,00
Kl 1,00
MnSQO4.H,O 10,00
Na;Mo0O4.2H,0 0,10
ZnS04.7H,0 1,00
Vitaminas
Mio-inositol 1000,00
Acido nicotinico 5,00
Piridoxina HCI 0,50
Tiamina HCI 5,00

Condicdes de autoclavagem: 120°C durante 25 min
Sacarose: 30 g.ml-1
pH: 5,5

Tabela 2.2. Composicdo quimica do meio MS

Composic¢éo Concentragao (mg.l’l)
Macronutrientes
CaCl, 332,02
KH2PO4 170,00
KNO3 1900,00
MgSO4 180,54
NHsNO3 1650,00
Micronutrientes
CoCl,.6H,0 0,025
CuS04.5H,0 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
Kl 0,83
MnSQ4.H,O 16,90
Na;Mo00,.2H,0 0,25
ZnS0,4.7H,0 8,60
Vitaminas
Glicina 2,00
Mio-inositol 100,00
Acido nicotinico 0,50
Piridoxina HCI 0,50
Tiamina HCI 0,10

Condicdes de autoclavagem: 120°C durante 25 min

Agar: 8g.I"

pH: 5,5

Sacarose: 30g.I"*
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