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RESUMO
REIS, Andressa. Sintese de betalainas induzida pela luz em espécies do género
Alternanthera. 2013. 102f. Dissertacédo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em

Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas.

Uma caracteristica de plantas e outros organismos sésseis é a sua capacidade de
sintetizar uma enorme variedade de compostos de baixo peso molecular, chamados
de metabdlitos secundarios. Dentre estes compostos, encontram-se as betalainas,
moléculas hidrofilicas de dois tipos: betalainas vermelho-rosaceas e betaxantinas
amarelas. Esses fitoquimicos tém sido amplamente utilizados devido as suas
elevadas atividades antioxidantes e eliminadora de radicais livres. A intensidade e
qualidade de luz séo fatores importantes no crescimento e desenvolvimento vegetal
e mudancas especificas na qualidade de luz afetam severamente os parametros
fisiol6égicos, morfolégicos e bioquimicos das plantas. Dessa maneira o presente
trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito da qualidade de luz no crescimento e
acumulo de metabdlitos secundarios de calos e plantas de espécies do género
Alternanthera, assim como 0 estabelecimento de um protocolo para inducéo de
calogénese destas plantas. As espécies A. brasiliana, A. philoxeroides € A. sessilis tiveram
seus explantes, colocadas em meio MS, com diferentes combinacdes de
reguladores de crescimento. No experimento de inducdo de calogénese foram
utilizadas somente plantas de A. brasiliana, as quais foram mantidas por 45 dias de
cultivo sob luz branca e no segundo experimento, jA com o protocolo de inducgéo
estabelecido, foram utilizadas as trés espécies de Alternanthera € 0s calos mantidos
por 40 dias em cultivo sob diferentes qualidades de luz (azul, branco e vermelho). As
andlises de quantificacdo das betacianinas em HPLC-MS no experimento com calos
de A. brasiliana confirmaram que estes apresentam conteudo expressivo de
amarantina e no ensaio com calos de diferentes espécies, a melhor resposta foi
observada em plantas de A. brasiliana € 0s entrends foram considerados os melhores
explantes. Os estudos de calos em diferentes qualidades de luz demonstraram que
a luz azul induz a producdo de betaxantinas e betacianinas glicosiladas. Dessa
forma, conclui-se que a qualidade de luz afeta sensivelmente a biossintese de
betacianinas, betaxantinas e flavonoides, assim como os padrbes de crescimento
em plantas de Alternanthera.

Palavras chave: Plantas medicinais, betacianina, flavonoides, calos, cultura de

tecidos.



ABSTRACT
REIS, Andressa. Betalains synthesis induced by light in Alternanthera genus
species. 2013. 102p. Dissertation (Masters) — Graduation Program in Vegetal

Physiology. Federal University of Pelotas.

A characteristic of plants and other sessile organisms is their ability to synthesize a
wide variety of low molecular weight compounds, called secondary metabolites.
Among these compounds are the betalains, hydrophilic molecules of two types: red-
violet betalains and yellow betaxanthins. These phytochemicals have been widely
used because of their high antioxidant activity and free radicals scavenging. The light
intensity and quality are important factors in plant growth and development and
specific changes in light quality severely affect physiological, morphological and
biochemical plant parameters. Thus, the aim of the present study was to evaluate the
effect of light quality on growth and accumulation of secondary metabolites from
callus and plant species of the genus Alternanthera, as well as a protocol establishment
for callus induction of these plants. The species A. brasiliana, A. philoxeroides and A.
sessilis had their explants placed on MS medium with different combinations of growth
regulators. In the experiment of callus induction only plants of A. brasiliana were used,
which were maintained for 45 days of culture under white light and in the second
experiment, with the induction protocol already established, were used the three
species of Alternanthera and the callus maintained in culture for 40 days under different
light qualities (blue , white and red). The analysis to quantify betacyanin in HPLC-MS
on experiment in A. brasiliana callus confirmed that they have expressive content of
amaranthin and on calluses of different species experiment, the best response was
observed in A. brasiliana plants and the internodes were considered the best explants.
Studies of callus in different light qualities demonstrated that blue light induces the
production of glycosylated betacyanin and betaxanthins. Thus, it is concluded that
the quality of light significantly affects the biosynthesis of betacyanin, betaxanthins
and flavonoids, as well as the growth patterns of Altemanthera plants.

Key-words: Medicinal plants, betacyanin, flavonoids, callus, tissue culture.
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1. INTRODUCAO GERAL

Desde os primérdios da humanidade, os metabdlitos secundéarios presentes
nas plantas tém sido utilizados pelos seres humanos para tratar infec¢des, disturbios
de saude e doencas. Somente nos ultimos 100 anos, os produtos naturais tém sido
substituidos parcialmente pelas drogas sintéticas, porém, as estruturas vegetais
levam vantagem em muitos casos (KARUPPUSAMY, 2009).

Do ponto de vista farmacolégico, a ordem Caryophyllales apresenta
moléculas singulares, chamadas betalainas, uma classe de metabdlitos secundarios
que substituem as antocianinas na maioria das familias destas angiospermas. As
betalainas sdo pigmentos nitrogenados hidrossollveis ou cromoalcaloides, que sédo
compostas por betacianinas vermelho-rosaceas e betaxantinas amarelas. Sé&o
imdénio conjugados do &cido betalamico com a cyclo-DOPA e aminoacidos ou
aminas, respectivamente (HILOU; MILLOGO-RASOLODIMBY; NACOULMA, 2013).
Esses pigmentos apresentam uma forte atividade antioxidante e podem ser
utilizados como antioxidantes ou colorantes naturais alimenticios, impulsionando
trabalhos nesta area (CAl et al., 2003).

Pesquisas com o0 objetivo de sintetizar quimicamente estes compostos ja
foram realizadas e nao apresentaram resultados promissores, devido ao fato de a
sua sintese apresentar mdultiplos passos na sintese do &cido betalamico e
consequentemente baixo rendimento (GANDIA-HERRERO et al., 2006). Dessa
maneira, a cultura de tecidos e células é uma alternativa atrativa como fonte de
substancias bioativas de plantas, incluindo os pigmentos betalamicos (RAO;
RAVISHANKAR, 2002).

Pensando nisso, as abordagens biotecnolégicas, em especial a cultura de
células e tecidos, pode ser uma alternativa a essas tecnologias classicas que
apresentam producdo industrial limitada pelo meio ambiente ou influéncias
geograficas, (RAO; RAVISHANKAR, 2002). Essa técnica apresenta um papel
essencial nas pesquisas para a producdo de compostos medicinais desejaveis das
plantas, oferecendo muitas vantagens frente o cultivo convencional, como por
exemplo, a planta ou 6rgdo sao cultivados em ambiente asséptico, com condicdes
controladas, sem variacdes nas propriedades do clima ou do solo (VANISREE et al.,
2004).
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A familia Amaranthaceae, € composta por espécies com capacidade de
armazenar metabdlitos secundarios de grande interesse e diversidade quimica
(SALVADOR; DIAS, 2004), como compostos anti-inflamatorios, imunomodulatorios,
antitumorais, antimicrobianos e antioxidantes (BROCHADO et al., 2003). Alguns
estudos fitoquimicos realizados com espécies do género Alternanthera demonstraram
a presenca de pigmentos flavonoidicos, cromoalcaloides, antraquinonas, betalainas,
saponinas, triterpenos e esteroides, compostos responsaveis por atividades
medicinais variadas (SILVEIRA, 2000).

Uma grande variedade de estimulos (quimicos e fisicos) é capaz de
desencadear mudancas na célula vegetal, que em dultima andlise, resultam na
formacdo e acumulacdo de metabdlitos secundarios. A luz afeta a biossintese de
betalainas em todos os tipos de sistemas de plantas in vitro e varios estudos relatam
maior acumulo de betacianinas e amarantina quando as mudas séo cultivadas na luz
com relacdo ao escuro, quando calos verdes foram expostos a luz, iniciaram a
formacdo de massas celulares com segmentos de coloracdo vermelha (GIROD;
ZRYD, 1987). Algumas vezes, este incremento dos metabdlitos por meio do efeito
que a luz proporciona, depende da qualidade ou da quantidade de luz incidida no
tecido.

Desse modo, a presente dissertacdo esta dividida em trés artigos: o primeiro
investiga a influéncia da qualidade de luz no crescimento e metabdlitos secundarios
de Alternanthera brasiliana, Alternanthera philoxeroides, Alternanthera sessilis € Alternanthera
tenella, 0 segundo avalia a inducdo de calogénese em plantas de Alternanthera
brasiliana, Alternanthera philoxeroides € Alternanthera sessilis, enquanto o terceiro busca
esclarecer os possiveis efeitos resultantes das diferentes qualidades luminosas

guando incididas em calos de Alternanthera brasiliana no periodo de crescimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Os fitoterapicos tém sido usados desde épocas antigas como medicamentos
para o tratamento de uma ampla gama de doencas, sendo que em muitas
comunidades e grupos étnicos o conhecimento acerca de plantas medicinais
representa algumas vezes o Unico recurso terapéutico disponivel (LOPEZ, 2006).

As plantas apresentam uma via metabdlica priméaria, onde séo produzidos
compostos como agucares, proteinas, lipideos, RNA, DNA, entre outros e a via
secundaria, na qual ha producdo de compostos chamados metabdlitos secundarios.
Os metabdlitos secundarios de plantas podem ser definidos como compostos que
tém um papel importante na interacdo da planta com o seu ambiente, sendo
produzidos para atrair polinizadores e dispersar sementes, como sinais de
comunicacao entre plantas e microrganismos simbioticos ou para protecao contra a
luz UV e outros estresses fisicos (WINK, 2003, 2008). A sua distribuicdo nas plantas
€ muito mais restrita do que o de metabolitos primarios, apresentando producédo
geralmente baixa (menos de 1% da massa seca), e que depende grandemente da
espécie, estadio fisioldégico e desenvolvimento da planta (SMETANSKA, 2008).

Devido as suas grandes atividades biolégicas, os produtos da via secundaria
tém sido utilizados ha séculos na medicina tradicional. Hoje em dia, eles
correspondem a compostos valiosos, tais como produtos farmacéuticos, cosméticos,
quimica fina, ou, mais recentemente, nutracéuticos. Estudos tém demonstrado que
nos paises ocidentais, em que a quimica € a espinha dorsal da industria
farmacéutica, 25% das moléculas utilizadas s&o de origem vegetal natural
(BOURGAUD et al., 2001)

2.2 Alternanthera

Entre as familias existentes na flora brasileira produtoras de betalainas tem-
se a Amaranthaceae, que apresenta espécies capazes de acumular substancias
naturais com grande diversidade de constituintes quimicos (SALVADOR; DIAS,
2004; TOMEI, 2008) e dentre esta, as espécies do género Alternanthera merecem
destaque, pela ocorréncia de alcaloides, antraquinonas, cumarinas, esteroides,
pigmentos das classes das betalainas (betacianinas e betaxantinas), ecdisteroides,

terpenoides, flavonoides, saponinas e sapogeninas (FERREIRA; DIAS, 2000;
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BROCHADO et al.,, 2003; SALVADOR; DIAS, 2004; CANALES; MARTINEZ et al.,
2005; SALVADOR et al., 2006).

Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze, popularmente conhecida como penicilina,
apresenta ampla distribuicdo de exemplares na América do Sul (DELAPORTE et al.,
2005). E uma planta herbacea, perene, empregada na medicina tradicional para o
tratamento de infecgcbes (BROCHADO et al., 2003), possui atividade analgésica,
conforme estudos de Souza et al. (1998) e Macedo et al. (2004). Apresenta atividade
inibitéria da proliferacdo de linfécitos humanos in vitro (BROCHADO et al., 2003) e
atividade antioxidante, sem evidéncias de correlacdo entre teores de polifendis e
essa atividade (PEREIRA, 2007).

Alternanthera philoxeroides (Mart.) Grisebach, popularmente conhecida como erva
de jacaré, € uma dicotiledénea anfibia, nativa da América do Sul, que invade
habitats terrestres e aquéticos nos Estados Unidos, Australia, China e outros paises
(BUCKINGHAM, 2002; GENG et al.,, 2007). Possui grande tolerancia a seca, a
salinidade (400mM NacCl), ao frio, a cations de metais pesados e uma faixa ampla de
pH (3-12).(WANG; LI; WANG, 2005; WANG; QIN, 2006; LIU et al., 2007; GAO et al.,
2008). A. philoxeroides possui em seus extratos flavonoides glicosilados, saponinas e
betalainas. Suas utilizagdes na medicina popular sdo como antialérgico, diurético,
antipirético e antiulceroso, além de demonstrar comprovada acdo antitumoral e
antiviral in vitro, contra o virus da Sindrome de Imuno Deficiéncia Adquirida, AIDS
(JIANG; LUO; KUANG, 2005; FANG et al., 2007; RATTANATHONGKOM et al.,
2009,).

Alternanthera sessilis (L.) R. Br. ex DC. violacea ou rubra, como é conhecida
popularmente, € uma planta invasiva de areas agricolas, nativa do Brasil, com
preferéncia por regiées umidas, mas pode ocorrer em terras altas e sobreviver em
uma variedade de condi¢des de solo, em regides tropicais e subtropicais do mundo
todo (SCHER, 2004; GUNASEKERA, 2008). Apresenta efeito hepatoprotetor (LIN et
al., 1994), esterbis com atividade cicatrizante (JALALPURE et al., 2008) e € uma
potencial fonte de antioxidantes naturais. Foi observado um incremento da sua
atividade antioxidante com o aumento da concentragcdo do seu conteudo de
flavonoides e fenois (BORAH; YADAV; UNNI, 2011).

Alternanthera tenella Colla, € uma planta herbacea, conhecida como apaga-fogo,
frequentemente encontrada no norte do Brasil (GUERRA et al.,, 2003). Apresenta

atividade antibacteriana, antifingica e antiparasitaria (Trypanossoma cruzi € Leishmania
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amazonensis) (SALVADOR et al., 2003; SALVADOR, 2005); acao imunomoduladora e
anti-inflamatéria (BIELLA et al., 2008) e redutora de células tumorais (GUERRA et
al., 2003). Salvador et al. (2006) testou a capacidade antioxidante do extrato, fracbes
e compostos isolados de A. tenella que demonstraram atividade antioxidante in vitro.
Com base nos estudos acima citados, acredita-se que A. brasiliana, A. philoxeroides, A.
sessilis € A. tenella sS40 plantas potencias para estudos sobre o efeito positivo ou

negativo da luz no conteudo de betacianinas.

2.3 Betalainas

As betalainas sado pigmentos de plantas com caracteristicas hidrossolaveis e
compostas por nitrogénio, cuja gama de cores vai desde o0 amarelo até o magenta.
Como as antocianinas elas servem como atratores Opticos para polinizadores e
dispersdo de sementes. A sua producdo € induzida pela radiagdo UV em
Mesembryanthemum crystallinum L. € por infeccdo viral em Beta vulgaris L., sugerindo que
estas moléculas atuem como radioprotetoras e antivirais. O recente aumento do
interesse nas betalainas decorre de suas propriedades médicas e farmacoldgicas
quimicamente desejaveis: sdo quimicamente estaveis em um longo intervalo de pH,
mais amplo do que as antocianinas, sdo potentes antioxidantes, e que tém atividade
anti-inflamatéria e anticarcinogénica (PAVOKOVIC; KRSNIK-RASOL, 2011)

As betalainas dividem-se em dois grupos estruturais, as betacianinas
(compostos vermelhos ao vermelho violeta) e as betaxantinas (compostos de
coloracdo amarela) (CAI; SUN; CORKE, 2005). Dentre suas propriedades
funcionais, as betalainas sdo identificadas como antioxidantes naturais (VOLP;
RENHE; STRINGUETA, 2009); promovem a protecdo da particula do LDL-colesterol
contra modificacbes oxidativas (TESORIERE et al., 2004); devido as suas
propriedades antioxidantes atuam na prevencéo de alguns tipos de cancer (pele e
figado); agem como antivirais e antimicrobianas (DAVIES, 2004; STINTZING;
CARLE, 2004; VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009).

2.4 Cultura de tecidos

Existem limitagcbes que devem ser superadas para que 0S compostos
derivados das plantas possam ser utilizados para fins medicamentosos, tais como: a
pequena quantidade do principio ativo no extrato da planta; a separacdo do

composto desejado, que é de alto custo financeiro; a concentracdo do metabdlito
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desejado que depende, na maioria das vezes, das condicbes climaticas e
fisiologicas das plantas e o fato de algumas espécies vegetais serem endémicas e
crescerem em lugares geograficamente ou politicamente inacessiveis (TOMEI,
2008).

Uma alternativa que pode contribuir para a solugdo de algumas dessas
dificuldades pode ser o uso da cultura de células e tecidos vegetais, que apesar de
apresentar certos empecilhos (condicbes de meios de cultivo; balanco entre
reguladores de crescimento; reprodutibilidade a planta in natura) apresentam como
vantagens: condicbes de crescimento controladas, o0 que resulta em
reprodutibilidade no rendimento do produto final desejado; potencialidade de
ampliacdo de escala e pelo fato de que a producdo de metabdlitos in vitro ndo é
afetada por variagbes ambientais (cheias, secas, etc.), localizacdo geografica,
ataque de patégenos; admissao do uso de precursores exdgenos e estimuladores
ou indutores (fisicos, quimicos e bioldgicos) da biossintese de substancias
micromoleculares (VALLE, 2003; TOMEI, 2008).

2.5 Elicitor

Elicitores sdo compostos ou estimulos que aumentam a producdo de
metabdlitos secundarios em plantas cultivadas. Séo classificados como biéticos e
abidticos, os primeiros tém origem biolégica, sendo derivados de patégenos ou da
propria planta e os elicitores abiéticos ndo tem origem bioldgica e sdo agrupados em
fatores fisicos e compostos quimicos (VASCONSUELO; BOLAND, 2007). Estes
estimulos, tanto biéticos quanto abi6ticos vém sendo amplamente empregados em
cultura de tecidos vegetais, com o intuito de maximizar a produ¢cdo de compostos
guimicos de interesse. A submissao de plantas a meios contendo elicitores tem sido
apontada como estimulador da biossintese de metabdlitos secundarios incluindo
terpenos, flavonoides, alcaloides, betacianinas e fenilpropanoides, entre outros
(BHUIYAN; ADACHI, 2003; ZHAO et al., 2005).

Uma grande variedade de estimulos (quimicos e fisicos) € capaz de
desencadear mudancas na célula vegetal, que em dultima andlise, resultam na
formacdo e acumulo de metabdlitos secundéarios. Como fatores fisicos, a luz é
especialmente importante para a producdo de betalainas, conforme visto em
trabalhos realizados com beterraba (GIROD; ZRYD, 1987; SHIN et al.,, 2003) e
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Suaeda salsa (WANG et al., 2006). Zhao et al. (2010) demonstraram que a qualidade e
quantidade de luz afetam a sintese de betacianinas.
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Qualidade de luz no crescimento in vitro e producao de pigmentos em espécies do

género Alternanthera

Resumo:

Em cultura de tecidos, varios fatores quimicos e fisiolégicos influenciam na producéo de
metabolitos secundarios. As respostas de crescimento e incremento de metabdlitos
secundarios, geradas pelo ambiente luminoso, podem ser utilizadas para a determinacgéo de
um habitat favoravel para o cultivo e conservacdo de plantas medicinais. Dessa maneira, o
presente trabalho buscou avaliar a influéncia da qualidade de luz no crescimento e producéo
de metabdlitos secundarios em plantas de Alternanthera sessilis (L.) R. Br. ex DC.
(violacea), Alternanthera philoxeroides (Mart.) Grisebach (erva-de-jacaré), Alternanthera
tenella Colla (apaga-fogo) e Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze (doril, perpétua-do-Brasil),
cultivadas in vitro. As espécies foram cultivadas em meio MS, durante 45 dias, em distintas
qualidades de luz (branca, azul e vermelha). Parametros de crescimento e analises
bioguimicas foram realizados ao final deste estudo. Assim, de acordo com os resultados
obtidos, a luz vermelha permitiu o maior acimulo de biomassa para a maioria das espécies,
as lampadas vermelhas e brancas foram 6timas indutoras da producdo de betacianinas e o
incremento de flavonoides foi favorecido na luz azul. Dessa forma, a qualidade de luz afeta a
sintese de betacianinas, betaxantinas e flavonoides, assim como os padrdes de crescimento
em Alternanthera e com base nos dados apresentados, sugere-se que as qualidades de luz
codificam genes especificos da produgdo dos pigmentos, que apresentam diferentes
padrdes de ativacdo nas distintas espécies.

Palavras-chave: Plantas medicinais, betacianinas, metabdlitos secundarios, cultivo in vitro,

estresse abidtico.
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Qualidade de luz em espécies do género Alternanthera
Light quality on in vitro growth and pigment production in species of the genus
Alternanthera

Abstract:

In tissue culture, several chemical and physiological factors influence the production of
secondary metabolites. The growth response and secondary metabolites increasing,
generated by luminous environment, can be used to determine a favorable habitat for the
growth and conservation of medicinal plants. Thus, the present study aimed to evaluate the
influence of light quality on growth and production of secondary metabolites in Alternanthera
sessilis (L.) R. Br. ex DC. (sessile joyweed), Alternanthera philoxeroides (Mart.) Grisebach
(alligatorweed), Alternanthera tenella Colla (joyweed) e Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze
(Brazilian joyweed) plants, cultured in vitro. The species were grown in MS medium, for 45
days, in different light qualities (white, blue and red). Growth parameters and biochemical
analysis were performed at the end of the study. This way, according to the results, the red
light allowed the larger accumulation of biomass in most species, red and white lamps were
great inducing the production of betacyanin and enhancement of flavonoids was favored in
blue light. In this manner, light affects the quality of betacyanin, betaxantinas and flavonoids
synthesis, as well as growth patterns in Altemanthera and, based on the data presented, it is
suggested that the light qualities encode specific genes of the pigment production, which

exhibit distinct activation patterns in different species.

Keywords: Medicinal plants, betacyanin, secondary metabolites, in vitro culture, abiotic

stress.

1. INTRODUCAO:

Estudos farmacologicos tém confirmado que algumas plantas do género
Alternanthera (Amaranthaceae), incluindo Alternanthera sessilis (L.) R. Br. ex DC.,

Alternanthera philoxeroides (Mart.) Grisebach, Alternanthera tenella Colla e Alternanthera
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brasiliana (L.) Kuntze exercem importantes atividades que podem justificar a sua utilizagdo
popular (Souza et al., 1998; Biella, 2007).

Alternanthera brasiliana, conhecida como doril ou perpétua-do-Brasil, € uma espécie

frequentemente empregada em fitoterapia sendo suas folhas utilizadas para tratar varias
patologias, incluindo tosse, diarreia, além de suas propriedades anti-inflamatérias e

analgésicas (Facundo et al., 2012). Alternanthera philoxeroides, erva-de-jacaré, tem sido

empregada no tratamento de febre cerebral aguda, sarampo, herpes zoster, influenza,
encefalite B, dengue e HIV (Khatun et al., 2012; Wang & Sun, 2011; Fang et al., 2007). As

plantas de Alternanthera sessilis popularmente chamada de violacea, apresentam

confirmada acdo hepatoprotetora (Lin et al., 1994), anti-diabética (Tan & Kim, 2013), anti-
inflamatéria (Subhashini et al., 2010) e antioxidante natural (Borah et al., 2011). E a espécie

Alternanthera tenella, popularmente conhecida como apaga-fogo, também se encontra entre

as varias espécies do género Alternanthera que vém sendo estudadas, exibindo
comprovada atividade antibacteriana, antifingica e antiparasitaria (Salvador, 2005; Salvador
et al., 2003) acdo imunomodulatéria, antioxidante e anti-inflamatoria (Biella et al., 2008),
inibidora da proliferacdo de linfécitos (Biella, 2007) e redutora de células tumorais (Guerra et
al., 2003).

Estudos fitoquimicos em plantas da familia Amaranthaceae sugerem a presenca de
compostos como antraquinonas, auronas, betalainas (betacianinas e betaxantinas),
cromoalcaloides, exdiesteroides, flavonoides, protoalcaloides, saponinas, esteroides e
triterpenos  (Wiese, 2008). As betalainas, um grupo de metabdlitos secundarios
nitrogenados, derivados da L-tirosina, sdo pigmentos vegetais hidrofilicos, armazenados no
vacuolo e empregados como corantes alimenticios, exibindo vasta gama de atividades
biol6gicas desejaveis, incluindo antioxidantes, anti-inflamatérios, hepatoprotetores e
propriedades anticancerigenas (Tanaka et al., 2008; Georgiev et al., 2010).

(Figura 1, aqui)
Existem dois tipos de betalainas, as betaxantinas, que in natura sdo obtidas pela

condensacdo do &cido betalamico com aminas ou aminoacidos e as betacianinas,
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caracterizadas por uma estrutura ciclo-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) com substituicbes
adicionais através de diferentes padrdes de glicosilacdo e de acilagdo no C-5 ou C-6,
produzem deslocamentos hipso e bactrocrébmico (Fig. 1) (Stintzing & Carle, 2004). As
betaxantinas sdo amarelas, com espectro de absorbancia com comprimento de onde de
aproximadamente 480nm e as betacianinas sdo vermelho-violaceas, com espectro de
absorbancia em 536nm. A coloragdo amarela, laranja ou violeta dos vegetais que contém
estes pigmentos, se da pela presenca de betaxantinas e betacianinas, ou mesmo das duas
(Gandia-Herrero & Garcia-Carmona, 2013). Um fator bastante importante com relagéo as
plantas que acumulam betalainas é de que ndo héa relatos que possuam outros pigmentos,
como os flavonoides antocianinas, as razdes evolutivas ainda nao foram explicadas, no
entanto, bioquimicamente, tem sido demonstrado que as enzimas relevantes para a
producdo de antocianinas, como a antocianina sintase, ndo sdo expressos em plantas
produtoras de betalainas (Georgiev et al., 2008;Gandia-Herrero & Garcia-Carmona, 2013).

Os avancos na area de biotecnologia vegetal tém sido bastante eficazes no estudo e
producdo de metabdlitos secundarios in vitro e no melhoramento de plantas medicinais
(Ramakrishna & Ravishanka, 2011). A cultura de tecidos de plantas é uma fonte alternativa
de substéancias bioativas, incluindo os pigmentos betalamicos, além de oferecer algumas
vantagens frente ao ex vitro, como a capacidade de manter condicdes assépticas,
controladas, independentemente das variagbes nas propriedades do clima ou do solo. A
capacidade de definir e controlar as condi¢cbes da producéo ajuda a garantir o fornecimento
continuo de produtos, com qualidade e rendimento uniformes, independentemente da sua
localizagdo geografica (Rao & Ravishanka, 2002; Vanisree et al., 2004).

O emprego de elicitores tem sido amplamente utilizado buscando o aumento da
producdo ou a inducdo da sintese de novo de metabdlitos secundarios em culturas de
células de plantas, tecidos ou 6rgdos in vitro (Ramakrishna & Ravishanka, 2011; Georgiev et
al., 2008). Sabe-se que a luz pode afetar a producdo de compostos bioativos de plantas e
gue as luzes branca, vermelha e azul sdo capazes de aumentar a transdugéo de sinais e a

biossintese de betalainas (Kishima et al., 1995). Segundo Macedo et al., (2004) a producéo
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de plantas de A. brasiliana utilizando a luz vermelha pode ser uma importante estratégia de
se obter compostos com atividade analgésica. Além disso, Zhao et al., (2010) relataram que
tanto a qualidade, quanto a intensidade luminosa provocam alteracbes na sintese de
betalainas em calos e em culturas de raizes de beterraba incrementando a produgéo desses
compostos, quando induzidos pela luz azul e vermelha distante juntas (Girod & Zryd, 1987;
Shin et al., 2003).

Com base nos estudos acima citados, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia da qualidade de luz no crescimento e na producdo de metabdlitos secundarios em

plantas de A. sessilis, A. philoxeroides, A. tenella e A. brasiliana, cultivadas in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas como material vegetal as plantas de A. brasiliana, A. philoxeroides,
A. sessilis e A. tenella estabelecidas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com 30 g L™
de sacarose, 8g L™ de &gar, 100mg L™ de inositol. As plantas foram mantidas em camara de
crescimento com densidade de fluxo de fétons de 22umol m? s*, 16h de fotoperiodo e
temperatura de 25°C 2, por 30 dias e pertencentes ao Banco de Plantas in vitro do
Laboratorio de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Pelotas, Brasil.

Para o estabelecimento do experimento, segmentos nodais de aproximadamente
0,5-1 cm de comprimento, contendo uma gema, foram utilizados como explantes e
inoculados em frascos erlenmeyer, em meio MS, contendo 30 g L™ de sacarose, 8g L™ de
agar, 100mg L™ de inositol e auséncia de reguladores de crescimento, utilizou-se uma bucha
de algodao para fechar o frasco. O material permaneceu sob fotoperiodo de 16h, com
temperatura de 25°C 2, em diferentes condi¢cdes de luminosidade, por um periodo de 45
dias.

As distintas qualidades de luz foram fornecidas por trés tipos de lampada: luz branca
(fluorescentes tubulares - Sylvania® - 40W, luz azul (fluorescente azul compacta -
Taschibra® - 14W, com pico de emissdo de 470nm) e luz vermelha (fluorescente compacta

vermelha -G-light®- 15W, com pico de emissdo de 660nm). As densidades de fluxo de
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fotons para as luzes branca, azul e vermelha, medidas com luximetro (Hansatech®
Quantum Sensor QSRED) foram 25, 12 e 22 umol m? s™, respectivamente.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 4x3,
composto por quatro espécies de plantas e trés fontes de luz. Foram realizadas 10
repeticbes, sendo considerada a unidade experimental um frasco contendo quatro
explantes. Os dados biométricos foram submetidos a analise de variancia e comparacédo de
médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro, com auxilio do
software estatistico WinStat (Machado & Conceicao, 2002).

2.1. Variaveis analisadas

2.1.1. Crescimento das plantas

Ao final dos 45 dias, os efeitos de cada tratamento foram avaliados de acordo com
0S seguintes parametros: numero de gemas, comprimento da maior brotacdo e massa
fresca da parte aérea. A medida da massa fresca foi efetuada imediatamente apds a retirada
das plantas dos frascos para prevenir a desidratacao.

2.1.2. Quantificagdo de betaxantinas

Para a extracdo de betaxantinas foram utilizados 250mg da parte aérea de planta
fresca e tampao fosfato 10mM, pH 6,0, com 10mM de ascorbato de sédio. As plantas foram
maceradas em almofariz de porcelana e o homogeneizado filtrado em gaze e centrifugado a
10000g, por 20min, a 4°C, seguindo a metodologia proposta por Gandia-Herrero et al.,
(2005). Para as leituras foi utilizado espectrofotometro T80 UV/VIS Spectrometer (PG
Instruments Ltd) acoplado a sistema de aquecimento PTC-2 Peltier Temperature Controller,
com o software UVWin80 v5.0.5, a 25°C. A concentracdo de betaxantina foi calculada
através da leitura da absorbancia em um comprimento de onda de 480nm, tendo como
coeficiente de extingdo molar de £=48,000 M*cm™ (Schliemann et al., 1999).

2.1.3. Quantificagéo de betacianinas totais

A extracdo das betacianinas, betanidina e betanina, foi realizada com dois tipos de
tampao extrator, tampéo acetato/metanol e tampéo fosfato, respectivamente. A primeira

andlise foi realizada com 70% de tampao acetato na concentracdo de 10 mM e 30% de
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metanol (v/v), pH 5,0, acrescido de ascorbato de sédio 10mM. A segunda andlise foi
realizada utilizando tampéao fosfato 10mM, pH 6,0, acrescido de ascorbato de so6dio 10mM,
sem adicdo de solvente organico. Para ambas as analises foram utilizadas 250mg da parte
aérea de planta fresca que foram maceradas em almofariz de porcelana e o homogeneizado
filtrado em gaze e centrifugado a 10000g, por 20min, a 4°C., conforme Gandia-Herrero et al.,
(2007). O coeficiente de extincdo molar utilizado para o célculo de betanidina foi de &=
54000M*cm™ e para betanina foi de e= 65000M*cm™, conforme relatado por Schwartz &
Von Elbe (1980), em um comprimento de onda de 536nm. As leituras foram realizadas nas

mesmas condi¢cfes da andlise anterior.

2.1.4. Quantificagéo de flavonoides totais

A extracgéo foi feita nas mesmas condi¢des do experimento anterior utilizando tampéao
acetato/metanol como extrator. Foi realizada espectrofotometria de varredura, na faixa de
230 a 800nm, para identificagdo do comprimento de onda mais adequado para o método,
através do qual plotou-se a curva de calibracdo padrdo, que variou entre 1-5mg L™de
quercetina, em tampao acetato/metanol (70/30%, v/v), possibilitando o célculo das
concentracdes de flavonoides nas amostras que foram computadas e expressas em umol de
guercetina por grama de massa fresca. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro,

conforme descrito anteriormente em 330nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2. Crescimento das plantas
Os resultados referentes aos efeitos da qualidade de luz sobre os parametros de
crescimento, nimero de gemas, altura e massa fresca, apés 45 dias de cultivo, nas quatro
espécies de Alternanthera sédo apresentados na Figura 2. Observou-se que para nimero de
gemas (Fig. 2-A), independente da espécie, a cor branca € a melhor para o favorecimento
desta variavel. Porém, para plantas de A. sessilis, esse tratamento foi semelhante a luz

vermelha e em A. philoxeroides pela luz azul. Nossos dados foram condizentes com o0s
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resultados apresentados por Pasa et al., (2012), nos quais plantas de amoreira-preta (Morus
nigra) in vitro apresentaram incremento no seu namero de gemas, em meios MS com
acréscimo de BAP, na luz branca com relacdo a azul, vermelha ou ao escuro e diferindo de
estudos realizados por Yuan et al., (2009), no qual as brotacbes de variedades de uvas
(Fenghuang 51, Pinot Noir, Beta e Kyoho), assim como o seu crescimento radicular foram
promovidos sob luz vermelha ou amarela. Nas espécies A. brasiliana e a A. tenella ndo
houve diferencas estatisticas quanto as trés qualidades de luz avaliadas.
(Figura 2, aqui)

Para o comprimento das brotacdes (Fig. 2-B e Fig. 3), foi evidenciada que a luz
vermelha é a mais efetiva para duas espécies, sendo que a luz branca também apresentou
efeito positivo para A. sessilis e A. philoxeroides. Os resultados estéo de acordo com Puspa
et al. (2008) que afirmou que o alongamento das brotagcbes e dos entrends de uva foram
maiores sob luz LED vermelha. Porém, as respostas obtidas foram contrarias as de Heo et
al., (2002), nas quais houve maior comprimento caulinar em plantas de Calendula officinalis
em luz azul monocromatica. Conforme Baque et al., (2011) a mistura de luzes vermelha e
azul aumenta o crescimento e desenvolvimento pelo aumento da fotossintese liquida,
devido ao fato de o espectro de distribuicdo destas energias (vermelha e azul) coincidirem
com o da absorcao de clorofila. A luz vermelha monocromatica causa um desequilibrio da
disponibilidade de energia luminosa requerida para o 6timo funcionamento do fotossistema |
e Il, o que, consequentemente, inibiria 0 crescimento da parte aérea, diferente dos
resultados obtidos em na recente pesquisa, 0 que sugere que esta diferenca seja devido a
interagBes sinérgicas dos receptores da luz azul e fitocromo na promocao e inibicdo do
alongamento do caule (Li et al., 2010).

(Figura 3, aqui)

Os resultados indicaram que a cor vermelha permitiu 0 maior acumulo de biomassa
(Fig. 2-C), para a maioria das espécies, sendo que em A. philoxeroides a cor da luz ndo
influenciou no aumento de massa. Observou-se também uma acdo da luz branca nas

espécies, A. sessilis e A. brasiliana. As respostas divergem das apresentadas por Macedo et
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al., (2004), nas quais as plantas de A. brasiliana apresentaram maior acimulo de biomassa
em luz azul e branca, sendo que na luz vermelha o contetudo foi menor e em estudos com
cultura de raizes, foi percebido maior incremento de massa no tratamento com vermelho
distante (Shin et al., 2003). Resultados diferentes foram observados por Shin et al., (2008),
guando avaliaram plantas de Doritaenopsis, nas quais houve incremento de massa sob luz
vermelha acrescida de luz azul. A cultura de tecidos vegetal utiliza como fonte luminosa
lampadas fluorescentes brancas, estas fornecem comprimentos de onda desnecessarios, de
baixa qualidade para a promogé&o do crescimento (Kim et al., 2004), conforme observado em
nossos resultados, o maior incremento de massa foi observado na luz vermelha,
demonstrando que a qualidade de luz apresenta um papel importante nos processos de
fotossintese e fotomorfogénese, influenciando na maneira mais eficiente com que a luz sera
absorvida e utilizada pelos pigmentos fotossintéticos ou fotomorfogenéticos.
3.3. Quantificacdo de betaxantinas e betacianinas totais

A luz tem demonstrado ser um importante regulador na formacao de betalainas,
conforme reportado por Zhao et al., (2010) em trabalho com calos de Suaeda salsa. Neste,
tanto a qualidade de luz, quanto a sua quantidade afetaram a sintese de betacianinas, além
deste, outros estudos realizados por Bhuiyan et al., (2002) demonstraram que as células no
escuro ficavam brancas e somente iniciaram a sintese dos pigmentos quando expostas a
luz.

(Figura 4, aqui)

No presente estudo, verificou-se que o teor de betaxantinas (Fig. 4) demonstrado em
A. brasiliana apresentou maior sintese desse pigmento quando em luz azul e branca, ao
contrario do que aconteceu com A. philoxeroides que obteve aumento da biossintese em luz
vermelha, porém mantendo o efeito positivo sob luz branca. Os resultados apresentados por
Nicola et al., (1973) com plantulas de Celosia plumosa, demonstraram a promoc¢do da
sintese de betaxantinas na luz vermelho distante, porém com uma taxa de acumulo mais
lenta da ocorrida em luz branca. As plantas de A. sessilis e A. tenella ndo apresentaram

diferencas significativas no conteddo de betaxantinas, nas trés qualidades luminosas em
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que foram cultivadas, diferentemente dos resultados demonstrados por Bhuiyan et al.,
(2002), nos quais as culturas celulares de Portulaca aumentaram significativamente o seu
teor de betaxantinas quando em luz azul.

As respostas diferenciais na sintese de betaxantinas sao atribuidas a diferentes
niveis de ativacdo do sistema génico envolvidos na sintese do pigmento nessas espécies,
conforme relatado anteriormente (Nicola et al., 1973; Schliemann et al., 1999) com plantas
de C. plumosa e A. tricolor, nos quais os pigmentos relatados (betacianinas e betaxantinas)
possuem uma unidade de dihidropiridina idéntica biogeneticamente, derivada de DOPA, as
semelhancgas nas reacdes de luz sugerem que o controle da sua sintese ocorra em nivel de
formacéo de um intermediario comum dos pigmentos. E mesmo com tais diferencas pode-se
dizer que a biossintese de betaxantinas em plantas de Alternanthera € fortemente
estimulada pela luz, se ndo induzida pela luz, conforme constatado por Bohm et al., (1991).

As betalainas sdo altamente sollveis em agua e o pH 6,0 favorece a sua
estabilidade (Huang & Von Elbe, 1987). Em estudos mais recentes (Gandia-Herrero et al.,
2005; 2007; 2010), h& relatos de diferentes pH em distintos tampdes de extragdo, nos quais
o pH 6,0 (tampéao fosfato) favorece a extracdo de betanina e das betaxantinas e o pH 5,0
(tampdo acetato) é ideal para a estabilidade da betanidina, podendo haver
comprometimento com diferentes potenciais de hidrogénio ou de hidroxila.

(Figura 5, aqui)

Portanto, para quantificacdo das betacianinas (Fig. 5-A), extraidas com tampéao
fosfato, foi verificado que em A. sessilis e A. tenella ndo houve diferencas significativas nas
luzes testadas, porém, A. brasiliana obteve melhor produtividade deste pigmento quando
cultivada em luz branca e luz azul. Para a espécie A. philoxeroides, a luz vermelha foi mais
efetiva, seguida da luz branca, que também foi indutora da biossintese e acumulo desses
pigmentos. Dessa maneira, pode-se dizer que a luz branca foi a mais eficiente para a
sintese destes pigmentos, a partir da extracdo com esse tampao, considerando todas as
espécies analisadas. Esses resultados sdo complementares aos de Berlin et al., (1986), no

qual plantulas de Amaranthus tricolor e Chenopodium rubrum apresentaram maior
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biossintese de betacianinas em luz branca, contrariando os estudos de Kishima et al.,
(1995) que relataram que a luz azul foi mais efetiva na inducdo de betalainas em calos de
Portulaca. Andlises realizadas por Zhao et al., (2010), em calos de Salsa sueda,
determinaram que a qualidade de luz mais efetiva na inducdo desse pigmentos foi a luz
branca, quando comparada com a luz azul, vermelha e escuro e corroborando os
resultados.

Quando os pigmentos foram extraidos com tampao acetato/metanol (Fig. 5-B), a luz
vermelha foi a que induziu maior produgéo, na maioria das espécies. Em A. sessilis, esta
qualidade de luz foi igual a luz azul, porém, em A. philoxeroides, as luzes que obtiveram
maior inducéo de betacianinas foram azul e branca. Esses resultados diferem em parte, dos
apresentados por Bhuiyan et al., (2002), nos quais houve um aumento drastico na producdo
de betacianinas em culturas celulares de Portulaca sp., quando irradiadas com luz azul,
assim como em estudo com beterraba, no qual o vermelho distante foi mais adequada no
acumulo de betalainas (Shin et al., 2003). Os resultados encontrados no presente trabalho
foram semelhantes aos de Elliott (1979), que em plantulas de A. tricolor obteve grande
acumulo de betacianinas na luz vermelha, porém, somente quando fornecia um pré-
tratamento em elevada temperatura (37°C). A espécie A. tenella ndo apresentou diferencas
significativas na sintese de betacianinas nas distintas cores de lampadas.

Segundo Stintzing & Carle (2004) as betalainas podem funcionar como osmdlitos
gue mantém os processos fisiolégicos. Em espécies de Opuntia, um cacto bem adaptado ao
clima semi-arido, foi detectado altos niveis de prolina e altos niveis de betaxantinas, esta
Obvia correlacdo sugere que as betaxantinas podem servir como osmorreguladores, direta
ou indiretamente, através da modulacdo do pool de aminoacidos e a clivagem ou sintese
destas. Outras funcdes potenciais, segundo 0os mesmos pesquisadores, porém, n&o
comprovadas até entdo sdo o seu papel como agucar (betacianinas), compostos amino
(betaxantinas) e, geralmente, como reservatorio de nitrogénio, para reduzir o potencial
osmotico no vacuolo ou reabastecer os ciclos metabdlicos em periodos de desequilibrio

fisiologico.
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A significante correlagdo entre as betalainas e a capacidade antioxidativa indica que
0S vegetais que contém esses pigmentos possuem alta atividade antioxidante (Kanner et al.,
2001). Esses pigmentos acabam atuando como antioxidantes nos tecidos vegetais,
estruturalmente, porque as betacianinas e betaxantinas transportam por¢gdes de compostos
amino aromaticas e sdo suscetiveis a estabilizacdo de radicais, devido a sua natureza
aromética. Pensando nisso, sabe-se que as diferentes qualidades de luz proporcionam um
ambiente onde a planta apresenta maior estresse e produz maior quantidade de radicais
livres, produzindo pigmentos captadores desses radicais para se proteger e manter a
homeostase celular.

A variabilidade de respostas entre as espécies pode ser explicada pelo fato de os
pigmentos de uma planta variar frequentemente entre individuos, populacdes e espécies,
mesmo entre as folhas dentro de um dossel. Uma vez que, tanto a clorofila quanto o
contetdo de betalainas possam depender de fatores genéticos, a escolha de espécies pode
afetar na qualidade e no rendimento (Trezzini, 1990). Pensando nisso o desenvolvimento
destes fendtipos de cor pode ocorrer de duas maneiras: por mecanismos capazes de ativar
tipos celulares especificos que codificam os genes da biossintese de betaxantinas e
betacianinas ou que o genoma é composto por familias multigénicas, com genes que
apresentam padrbes especificos de ativacdo. Se os mesmos conjuntos de genes foram
expressos nos diferentes fenotipos, amarelo-laranja ou o vermelho-violeta, a biossintese de
betalainas é codificada por uma familia multigénica, na qual diferentes membros podem ser
expressos em diferentes fenétipos (Girod & Zryd, 1991).

3.4. Quantificacdo de flavonoides totais

Os flavonoides s@o o mais diverso e variado grupo de compostos naturais e,
provavelmente os fendis naturais mais importantes. Estes compostos possuem um largo
espectro de atividades quimicas e biologicas. Sendo assim, a sua extracdo ocorreu
utilizando tampao com o acréscimo de metanol, devido ao fato de a maioria dos compostos
ativos serem encontrados em extratos metandlicos (Batubara et al., 2012). A absorbancia

maxima observada nas amostras, através da varredura em espectrofotbmetro e que
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coincidiu com o observado por Salvador et al., (2006), foi 330nm. A concentracdo de
flavonoides de plantas de Alternanthera foi calculada usando a curva padrédo: y= 0,1526-
0,0039, R?*=0,9789).

Entre todos os fatores ecoldgicos, luz e temperatura sdo 0s mais importantes para a
sintese de flavonoides. Estes sdo produtos derivados das rotas do &cido chiquimico (ou
chiquimato) e também do acetato (acetil coenzima A) e sédo regulados ndo somente por
genes, mas também por outros fatores, como a fotossintese, estadio de desenvolvimento,
sazonalidade, forma de reproducéo da planta e variedade cultivada. Dos fatores ambientais,
a luz é uma das mais importantes variaveis que afeta as concentragdes fitoquimicas nas
plantas, a intensidade luminosa é positivamente relacionada ao acumulo de compostos do
metabolismo secundario, porém os efeitos da qualidade de luz sdo mais complexos e
frequentemente relatados com grande variacéo (Li & Kubota, 2009).

O cultivo de A. philoxeroides, A. brasiliana e A. tenella sob diferentes qualidades de
luz ndo apresentam diferencas e nem incrementos destes compostos fendélicos. Porém para
plantas de A. sessilis, o cultivo em luz azul, promove um aumento significativo da
biossintese destes compostos. Dessa maneira, 0s resultados da quantificacdo de
flavonoides totais (Fig. 6), obtidos em plantas de Alternanthera, demonstraram que a luz
azul é a melhor opcdo para todas as espécies. Estudos realizados por Duell-Pfaff &
Wellmann (1982) em culturas celulares de salsa (Petroselinum hortense), concordaram que
a resposta a luz azul foi maior do que a luz vermelha e vermelha distante na inducdo da
biossintese de flavonoides. Wang et al., (2010) trabalhando com plantas de pepino
(Cucumis sativus) confirmaram estes resultados, relatando que ao crescerem sob luz azul e
roxa apresentaram maior atividade enzimatica da PAL e maior nivel de flavonoides em
comparagdo com outras qualidades de luz.

(Figura 6, aqui)

O efeito de longos periodos de irradiacédo é similar a alta taxa de fluéncia ocorrida na

luz vermelha ou vermelha distante e pode ser explicado, principalmente, pela acdo do

fitocromo, e no caso da luz azul, pela acdo de um fotorreceptor que serve como um
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mediador para a luz azul, o criptocromo. Estudos empregando a luz monocromética tém
mostrado que a luz azul promove a expressdao de genes da chalcona sintase e dihidro-
flavonol-4-redutase, que regulam a rota dos flavonoides (Li & Kubota, 2009). Conforme
relatado por Meng et al., (2004), a luz azul promove a expressdo de genes da rota dos
flavonoides, que sao ativados pelo recebimento de luz nas folhas, iniciando a sinalizacdo e
os fotorreceptores como o fitocromo, criptocromos e UV-B desempenham papéis na

fotorregulagdo destes compostos.

4. CONCLUSOES

A resposta das plantas a luz vermelha, azul e branca suscita diferentes expressées
da via de percepcao e transducdo de sinais das rotas bioquimicas, com diferencas nos
teores de betalainas, flavonoides, assim como na biomassa de plantas de Alternanthera, o
que permite concluir que o controle da qualidade de luz com taxas apropriadas de branco,
azul ou vermelho pode melhorar o contetido fitoquimico de plantas cultivadas.

A espécie A. sessilis apresenta os maiores niveis de miraxantina, betanina,
betanidina e compostos fendlicos, em todas as qualidades de luz, porém néo foi influenciada

pelas mesmas em relagédo ao crescimento in vitro.
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Figura 3. Plantas de Alternanthera brasiliana (A), Alternanthera philoxeroides (B),
Alternanthera tenella (C) e Alternanthera sessilis (D) cultivadas in vitro, em meio MS,
em diferentes qualidades de luz, durante 45 dias. A barra indica 1 cm e as plantas

estdo organizadas de acordo com a exposi¢do nas luzes branca, azul e vermelha.
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ARTIGO 2: REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS

Screening de reguladores de crescimento visando inducédo de calos em

plantas do género Alternanthera
RESUMO:

Visando um passo inicial nos procedimentos relacionados a sintese de metabdlitos
secundarios em calos, o presente estudo teve o objetivo de estabelecer um
protocolo para inducdo de calos em plantas do género Alternanthera. As espécies
Alternanthera brasiliana, Alternanthera philoxeroides e Alternanthera sessilis tiveram
suas folhas e entrends utilizados como explantes, cultivados em meio MS, em
diferentes combinacfbes de reguladores de crescimento, na auséncia de luz. De
acordo com os resultados encontrados, em A. sessilis e A. brasiliana, pode-se
demonstrar que o0s segmentos internodais proporcionaram maior inducdo de
calogénese. A melhor resposta na formacao de calos para explantes foliares em A.
sessilis foi identificada nos meios formados somente por auxinas. Ja em plantas de
A. brasiliana, os entrends foram melhores nos meios 2,5 mg L™ de ANA + 1,0 mg L™
de BAP; 0,75 mg L™ de AIA+ 1,0 mg L' de 2,4-D; 0,5 mg L de BAP + 1,0 mg L™ de
2,4-D e 1,0 mg L™ de BAP + 0,5 mg L™ de 2,4-D. No meio 1,0 mg L™ de Cin + 1,0
mg L™ de 2,4-D, os dois explantes (folhas e entrenés) podem ser utilizados para a
inducéo do processo de calogénese. A cultura de calos é extremamente importante
em biotecnologia, pois proporciona muitas vantagens como sistema experimental,
dessa forma, através desse estudo foi possivel estabelecer um protocolo de inducéo
de calos in vitro, em plantas de Alternanthera, que sera utilizado como ferramenta

para estudos visando 0 aumento da biossintese de compostos fitoquimicos in vitro.
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Palavras-chave: Fitorreguladores, inducéo de calos, calogénese, cultivo in vitro,

plantas medicinais.
ABSTRACT:

Growth regulator screening aiming callus induction in Alternanthera plant
genus. Targeting an early step in the procedures related to the secondary
metabolites synthesis in callus, the present study has the aim to establish a callus
induction protocol in genus Alternanthera plants. Alternanthera brasiliana,
Alternanthera philoxeroides and Alternanthera sessilis plants had their leaves and
internodes used as explants, cultivated on MS medium, in different combinations of
growth regulators, in the absence of light. According to the results found in A. sessilis
and A. brasiliana, it could be demonstrated that the internodal segments showed
greater induction of callus formation. The best response in callus formation for leaf
explants in A. sessilis was identified in the media only formed by auxin. Now for A.
brasiliana plants, internodes were best in media ANA 2,5 mqg L™ + BA 1,0 mg L™,
IAA0,75mgL*+24D1,0mgL? BAOS5mgL"+24-D1,0mgL"andBA 1,0 mg
L* + 2,4-D 0,5 mg L™. In the medium KIN 1,0 mg L™ + 2,4-D 1,0 mg L™, the two
explants (leaves and internodes) can be used for callogenesis induction. The callus
culture is extremely important in biotechnology because it provides many advantages
as an experimental system, thus, through this study it was possible to establish a in
vitro callus induction protocol, in Alternanthera plants, which will be used as a tool for
studies aiming at increasing the biosynthesis of in vitro phytochemical compounds.
Key words: Phytoregulators, callus induction, callogenesis, in vitro culture, medicinal
plants.

Varias espécies do género Alternanthera (Amaranthaceae) tém sido

encontradas em paises da América do Sul. No Brasil, estas plantas tém sido
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comumente utilizadas na medicina popular para o tratamento de doencas. Estudos
farmacoldgicos tém confirmado que algumas plantas desse género, incluindo
Alternanthera sessilis, Alternanthera philoxeroides e Alternanthera brasiliana
apresentam importantes caracteristicas farmacolégicas que justificam a sua
utilizacao popular (Souza et al., 1998).

Uma espécie frequentemente empregada no tratamento de diversas doencas
€ a Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze, utilizada em processos infecciosos
(Brochado et al., 2003) e dolorosos (Souza et al., 1998; Macedo et al., 2004), assim
como, importantes atividades antioxidante e inibitéria da proliferacdo de linfécitos
humanos (Brochado et al., 2003; Pereira, 2007). Outra planta medicinal que vem
sendo pesquisada quanto aos seus efeitos preventivos e terapéuticos € a
Alternanthera philoxeroides (Mart.) Grisebach, é utilizada na medicina contra
alergia, como diurética e antipirética, e em tratamentos de feridas e Ulceras, além
de apresentar comprovada acao antitumoral e antiviral (Perotti et al., 2010). As
plantas de Alternanthera sessilis (L.) R. Br. ex DC. tém sido relatadas como
colagogas, galactogogas, abortivas, febrifugas, digestivas, cicatrizantes,
hepatoprotetoras e antioxidante natural (Lin et al.,, 1994; Anandkumar &
Sachidanand, 2001; Jalalpure et al., 2008; Borah et al., 2011).

A cultura de células de plantas e de calos, atualmente, € uma importante
estratégia para bioprospeccédo de produtos naturais (Salvador et al., 2009). As
culturas de calos consistem em células vegetais com certo grau de diferenciacéo,
gue podem ser induzidas em resposta a estimulos organogenéticos, utilizando
distintos reguladores de crescimento e condicdes ambientais e, em geral,
apresentam forma e tamanhos variados e paredes celulares com certo grau de

espessamento (Gamborg & Phillips, 1995; Carvalho et al., 2011). A modificacdo da
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concentracdo e do tipo de meio de cultura permite um significativo aumento na
producdo de biomassa e no acumulo de metabdlitos secundarios (Rodriguez-
Sahagun et al., 2012). A producgéo in vitro em grande escala de compostos
bioativos para serem utilizados como fitoterapicos, produtos farmacéuticos, aditivos
alimentares e cosméticos, deve ser incentivada devido a sua importancia cientifica,
econdmica e ecologica (Salvador et al., 2009).

Dessa maneira, visando um passo inicial nos procedimentos relacionados a
sintese de metabdlitos secundarios em calos, o presente estudo teve o objetivo de
estabelecer um protocolo para inducdo de calos em plantas do género
Alternanthera.

Foram utilizadas plantas de A. brasiliana, A. philoxeroides e A. sessilis
estabelecidas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com 30 g L™ de sacarose,
8g L™ de &gar, 100mg L™ de inositol, por 30 dias. As plantas foram mantidas em
camara de crescimento com densidade de fluxo de fétons de 22 umol m? s, 16h de
fotoperiodo e temperatura de 25°C £2, pertencentes ao Banco de Plantas in vitro do
Laboratorio de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Pelotas, Brasil.

As plantas inteiras de A. philoxeroides (erva-de-jacaré), A. brasiliana (doril,
anador) e A. sessilis (violacea) foram coletadas nos municipios de Rio Grande/RS
(2006), Frederico Westphalen/RS (2005) e Pelotas/RS (2006), respectivamente.
Apoés a identificacdo foi realizada pela agrénoma Elen Nunes Garcia e as suas
exsicatas foram depositadas no Herbario do Departamento de Boténica da
Universidade Federal de Pelotas, RS, sob os nimeros 24535, 24138 e 24534.

Foram utilizados como explantes folhas e entrends de plantas de A. sessilis,
A. philoxeroides e A. brasiliana, cultivadas in vitro. As folhas das trés espécies foram

seccionadas em segmentos de 0,5x1cm e laceradas diagonalmente trés vezes,
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enquanto que os entrends de A. sessilis e A. philoxeroides mediam 1cm, e para a
espécie A. brasiliana, 0,1-0,2cm. Os explantes foram colocados em meio MS
(Murashige; Skoog, 1962) contendo 30 g L™ de sacarose e 2g L™ de phytagel,
suplementado de 100mg L™ de inositol, 0,5 mg L™ de adenina e 3 mg L™ de &cido
ascorbico (AA), em placas de Petri (90 x 15mm), com diferentes combina¢cdes de
reguladores de crescimento e mantidos em camara de crescimento, ha auséncia de
luz, a 25°C £2.

Foram testadas cinco combinagbes de reguladores de crescimento para A.
brasiliana: Meio 1: 1mg L* de cinetina (CIN) e 1mg L* de &cido 24
diclorofenoxiacético (2,4-D); Meio 2: 2,5 mg L™ de &cido naftalenoacético (ANA) e
1mg L™ de 5-benzilaminopurina (BAP); Meio 3: 0,75 mg L™ de &cido indolacético
(AIA) e 1mg L™ de 2,4-D; Meio 4: 0,5 mg L™ de BAP e 1mg L™ de 2,4-D e Meio 5: 1
mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D. Os explantes permaneceram no escuro (E)
durante 22 dias, e ap0s esse periodo foram transferidos para a luz (L), onde ficaram
durante oito dias, sob fotoperiodo de 16h, com temperatura de 25°C +2.

Os explantes de A. philoxeroides foram inoculados em meios contendo
diferentes concentracées de 2,4 D (0; 0,5; 1; 1,5 e 2mg L™ ) e BAP (0; 0,5; 1; 1,5 e
2mg L™, totalizando 25 combinacdes de reguladores. Para A. sessilis foram
utilizados 20 meios, formados por diferentes combinacdes de fitorreguladores, sendo
estes: 0,5;1; 1,5e 2mg L™ de BAP x0,5; 1; 1,5 e 2mg L™ de 2,4-D e 2mg L™ de 2,4-
D x 0,25; 0,5; 0,75 e 1mg L™ de AIA. Os explantes de A. sessilis permaneceram
durante 15 dias em cultivo e os de A. philoxeroides durante 30 dias, ambos no
escuro. Os meios foram renovados em intervalo maximo de 20 dias para todas as

espécies.
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A inducao de calos em plantas de A. sessilis, A. philoxeroides e A. brasiliana
foi avaliada em dois tipos de o6rgaos, folhas e entrends, buscando verificar a
influéncia do meio MS acrescido de diferentes tipos de reguladores de crescimento,
na inducdo de calos, com avaliacdes verificadas em dias determinados, apds a
inoculacéo dos explantes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5x2 (cinco tipos de meio e dois 6rgaos) para A. brasiliana; 20x2 (20
tipos de meio e dois 6rgdos) para A. sessilis e 25x2 (25 tipos de meios e dois
orgaos) para A. philoxeroides. Cada tratamento foi constituido de quatro repeticdes,
sendo considerada a unidade experimental uma placa de Petri contendo cinco
explantes para A. brasiliana e uma placa de Petri contendo 10 explantes para as
demais. Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro, com auxilio do
software estatistico WinStat (Machado, Conceigéo 2002).

O desenvolvimento de culturas de calos é uma importante estratégia para
bioprospeccéo de produtos naturais. No entanto, a producéo in vitro de metabdlitos
bioativos pode ser considerada como resultado da interacdo das condicdes
ambientais e do genotipo das plantas em cultura. Dessa maneira, fatores como meio
de cultura e os seus constituintes (carboidratos, minerais, vitaminas e fitormonios),
luz e temperatura, controle do metabolismo e o crescimento podem induzir o
processo de calogénese, a obtencéo de culturas celulares e a diferenciacéao celular
(Salvador et al., 2003). A inducdo de calos ocorreu no escuro, onde ha menor
producdo de compostos clorofilados e estes tém maior crescimento quando
comparados com a condi¢ao luminosa, visto que a luz ndo ajuda no crescimento dos

calos, conforme Hamideh et al. (2012).



TABELA 1. Percentagem de inducdo de calos em Alternanthera philoxeroides, cultivada
em meio MS, com diferentes combina¢Bes de fitorreguladores (mg L'l), apés 30 dias no
escuro

Inducéo de calos (%)*

Meios de Inducéo

Folhas Entrenés
Meio 1 ( sem fitorregulador) 0 0
Meio 2 (0,5 BAP) 0 0
Meio 3 (1,0 BAP) 0 16,5
Meio 4 (1,5 BAP) 18 8,25
Meio 5 (2,0 BAP) 0 33
Meio 6 (0,5 2,4-D) 0 0
Meio 7 (0,5 2,4-D + 0,5 BAP) 8,25 0
Meio 8 (0,5 2,4-D + 1,0 BAP) 0 0
Meio 9 (0,5 2,4-D + 1,5 BAP) 22 5,5
Meio 10 (0,5 2,4-D + 2,0 BAP) 0 0
Meio 11 (1,0 2,4-D) 8,25 16,5
Meio 12 (1,0 2,4-D + 0,5 BAP) 0 8,25
Meio 13 (1,0 2,4-D +1,0 BAP) 0 8,25
Meio 14 (1,0 2,4-D + 1,5 BAP) 25 33,25
Meio 15 (1,0 2,4-D + 2,0 BAP) 37,5 18
Meio 16 (1,5 2,4-D) 0 8,25
Meio 17 (1,5 2,4-D + 0,5 BAP) 33,25 16,5
Meio 18 (1,5 2,4-D + 1,0 BAP) 16,5 8,25
Meio 19 (1,5 2,4-D + 1,5 BAP) 0 0
Meio 20 (1,5 2,4-D + 2,0 BAP) 16,5 24,75
Meio 21 (2,0 2,4-D) 16,5 8,25
Meio 22 (2,0 2,4-D + 0,5 BAP) 0 11
Meio 23 (2,0 2,4-D + 1,0 BAP) 25 16,5
Meio 24 (2,0 2,4-D + 1,5 BAP) 25 25
Meio 25 (2,0 2,4-D + 2,0 BAP) 25 25

*N&o houve diferencas estatisticas entre os distintos drgdos e nem entre os diferentes meios.
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FIGURA 1 - Inducédo de
calos em Alternanthera
philoxeroides. (A e B)
Calos foram induzidos em
entrends, sendo formados
nas extremidades destes,
30 dias apos a inoculacao.
(C e D) Calos formados
nas extremidades e
lacerac6es das folhas apés
30 dias de cultivo em meio
MS acrescido de
fitorreguladores. A barra
indica 1cm.

Dessa maneira, de acordo com os resultados obtidos com A. philoxeroides,
visando a obtencdo de combinac¢fes de reguladores de crescimento que promovam
a formacédo de calos em cultura, ndo foram encontradas diferencas estatisticas que
possam determinar o melhor 6rgdo ou combinacdo de fitorreguladores, nos meios
testados (Tab.1). No entanto, o maior percentual de calos formados foi nos meios 15
e 17, em explantes foliares, e nos meios 14 e 5, em explantes internodais, o que
demonstra que a citocinina sozinha pode induzir a formacdo de calos em A.
philoxeroides, porém a combinagdo de uma auxina e uma citocinina € mais efetiva
na indugédo. Estes resultados mostram que concentracdes iguais de auxinas e
citocininas induz calos grandes e frageis, com potencial para regeneracdo (Hamideh

et al., 2012), diferindo do objetivo do presente trabalho.



TABELA 2. Percentual de indugédo de calos em Alternanthera sessilis, apés 15 dias de

cultivo no escuro, em meio MS, acrescido de diferentes combinacdes de fitorreguladores

(mg L™)

Meios de inducdo

Inducéo de calos (%)*

Folhas Entrenés
Meio 1 (0,5 2,4-D + 0,5 BAP) 0Ch 20Aa
Meio 2 (0,5 2,4-D + 1,0 BAP) 0Cb 30Aa
Meio 3 (0,5 2,4-D + 1,5 BAP) 16,7ABCb 40Aa
Meio 4 (0,5 2,4-D + 2,0 BAP) 0Cb 30Aa
Meio 5 (1,0 2,4-D + 0,5 BAP) 0Cb 36,7Aa
Meio 6 (1,0 2,4-D + 1,0 BAP) 0Cb 43,3Aa
Meio 7 (1,0 2,4-D + 1,5 BAP) 0Ch 33,3Aa
Meio 8 (1,0 2,4-D + 2,0 BAP) 16,7ABCa 16,7Aa
Meio 9 (1,5 2,4-D + 0,5 BAP) 0Cb 20Aa
Meio 10 (1,5 2,4-D + 1,0 BAP) 0Ca 15Aa
Meio 11 (1,5 2,4-D + 1,5 BAP) 0Ca 16,7Aa
Meio 12 (1,5 2,4-D +2,0 BAP) 0Chb 43,3Aa
Meio 13 (2,0 2,4-D + 0,5 BAP) 0Cb 30Aa
Meio 14 (2,0 2,4-D + 1,0 BAP) 0Chb 26,7Aa
Meio 15 (2,0 2,4-D + 1,5 BAP) 13,3BCh 33,3Aa
Meio 16 (2,0 2,4-D + 2,0 BAP) 0Chb 43,3Aa
Meio 17 (2,0 2,4-D + 0,25 AIA) 50Aa 46,7Aa
Meio 18 (2,0 2,4-D + 0,5 AlA) 50Aa 33,3Aa
Meio 19 (2,0 2,4-D + 0,75 AIA) 36,7ABa 46,7Aa
Meio 20 (2,0 2,4-D + 1,0 AIA) 43,3ABa 33,3Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas na linha e mailsculas na coluna, nao

diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

60

Inicialmente, houve intumescimento dos entrends e formacdo de calos

compactos, brancos, com escurecimento destes ao final das quatro semanas de

estudo, conforme relatado por Irvani et al. (2010) e Noormi et al. (2012) em seus
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trabalhos. O escurecimento dos calos demonstra sensibilidade dos tecidos ao 2,4-D,
demonstrando que a cor € influenciada principalmente pela localizacdo de
compostos do metabolismo secundario, chamados fendis, nas células. O acumulo
dos compostos fendlicos no citoplasma sofre a oxidacdo e polimerizacdo e 0s
produtos oxidados séo de coloracao parda (Sridhar & Naidu, 2011).

O surgimento dos calos ocorreu ao longo das bordas do corte, conforme pode
ser visualizado na Fig. 1, confirmando o estudo realizado por Irvani et al. (2010), no
qual os calos foram iniciados a partir de por¢cdes do corte do explante, em hipocétilos
e cotilédones. Este fato pode ser explicado pelo fato de as células nas extremidades
cortadas sofrerem mitose, 0 que leva a formacdo do calo devido a reacdo ao
ferimento ou efeito do regulador do crescimento exégeno (Sridhar & Naidu, 2011).

A inducéo de calos em A. sessilis teve inicio aos 9 dias em cultivo, foi variavel
e dependeu das combinacBes de reguladores de crescimento aplicados e dos
explantes utilizados. Em estudos in vitro, a aplicacdo de fitorreguladores perturba a
polaridade celular e provoca desdiferenciacéo do tecido que resulta na formacao de
calo (Singh et al., 2011). Diferencas significativas e ndo significativas nos niveis de
2,4-D, BAP e AIA e suas interagdes podem ser visualizadas na Tab. 2. Ao final deste
estudo, pdde-se demonstrar que 0S segmentos nodais proporcionaram maior
inducdo de calogénese, diferindo de autores como Singh et al. (2011) e
Kermanshahi et al. (2012) que determinaram hipocaotilos e as gemas laterais como
detentoras do maior percentual de indugéo.

A melhor resposta na formacdo de calos para explantes foliares foi
identificada nos meios formados por auxinas (17 e 18, 19 e 20). Estudo realizado por
Subbarayan et al. (2010) demonstraram a influéncia positiva do AlA, na formacéo do

processo de calogénese em A. sessilis, visando a obtencdo de linhagens celulares
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produtoras de metabdlitos, confirmando nossos resultados. Jiménez (2005) também
relata que as auxinas estdo relacionadas com a inducdo nas fases iniciais e altos
niveis de AIA podem ser necessarios para estabelecer um gradiente de maneira a
tornar os tecidos competentes para a fase indutora da embriogénese ou
organogénese.

Para entrends de A. sessilis ndo foi verificada diferenca estatistica entre as 20
diferentes combinacdes de fitorreguladores utilizados, sendo que salientamos dentre
eles os meios 17 e 19, com somente auxinas sendo utilizadas e os meios 6, 12 e 16,
gue apresentaram concentracfes semelhantes de auxina e citocinina acrescidas ao
meio MS, semelhante aos resultados encontrados por Singh et al. (2009). A
presenca de citocininas juntamente com auxinas com balancos hormonais
intermediarios é necessaria para uma maior multiplicacdo celular e crescimento do
calo (Skoog & Miller, 1957).

Na inducdo do processo de calogénese em folhas e entrends, a textura dos
calos variou de acordo com a natureza da proporcao entre os reguladores: calos
friaveis e translucidos foram obtidos de ambos os explantes, nos meios 17, 18, 19 e
20, esse tipo de calo é especialmente utilizado em culturas celulares em suspensao,
que podem ser explorados para producdo comercial e isolamento de metabdlitos
secundarios de interesse; nos demais meios, foram formados calos compactos,
brancos, semelhante aos encontrados por Noormi et al. (2012) quando utilizaram
altas concentragcbes de ANA, AIA e Dicamba na formacdo de calos em lirios

(Hymenocallis littoralis).
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TABELA 3. Percentual de indugdo de calos em Alternanthera brasiliana, cultivada em meio MS,

acrescido de diferentes combinacdes de fitorreguladores (mg L™), apds 22 dias no escuro e oito dias

naluz

Inducéo de calos (%)*

Meios de inducdo

Folhas Entrends
Meiol (1,0 Cin + 1,0 2,4-D) 100Aa 100Aa
Meio 2 (2,5 ANA + 1,0 BAP) 70Bb 100Aa
Meio 3 (0,75 AlA+ 1,0 2,4-D) OBc 95Aa
Meio 4 (0,5 BAP + 1,0 2,4-D) 5Bc 100Aa
Meio 5 (1,0 BAP + 0,5 2,4-D) 0Bc 100Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas na linha e maildsculas na coluna, ndo diferem

estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Em A. brasiliana, os entrendés sofreram secc¢do transversal e dessa forma
foram inoculados no meio, conforme pode ser verificado na Fig. 2A. Ao final do
estudo, nos meios testados observou-se que a utilizagdo de explantes internodais se
sobressai com relagdo aos explantes foliares. Entrends foram melhores nos meios 2,
3,4 e 5 e nomeio 1, os dois explantes (folhas e entrends) podem ser utilizados para
a inducdo do processo de calogénese em plantas de A. brasiliana. Em estudo
realizado por Gao et al. (2011) as hastes foram os explantes que apresentaram
melhores condi¢cdes na indugdo de calos em A. philoxeroides, com menor
escurecimento do caule, com calos mais facilmente induzidos e com aumento rapido
de tamanho comparado as folhas e peciolos, confirmando nossos dados e diferindo
de Macedo et al. (2004), que utilizou plantulas de A. brasiliana como explantes.

As pesquisas atuais tém conseguido produzir uma ampla variedade de
fitoquimicos secundarios em culturas de calos ou em suspenséo, em outros casos, a
producdo destes compostos requer tecidos com maior diferenciacdo como 6rgaos

em cultura ou microplantas. Um dos principais problemas € a falta de conhecimentos
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basicos das vias biossintéticas e 0s mecanismos responsaveis pela producédo dos
metabdlitos na planta (Karuppusamy, 2009). Alguns fatores in vitro podem coordenar
ou alterar a taxa de producdo de metabdlitos secundarios em plantas medicinais,
como luminosidade, o tipo de frasco e o meio de cultura onde estas se encontram
(Morais et al., 2012), de acordo com isso, as combinacfes de reguladores de
crescimento empregadas no presente estudo, originaram distintas coloracdes nos
calos, ao final dos 30 dias, como pode-se visualizar na Fig. 2B e 2C, nos quais
alguns meios proporcionaram a formacdo de calos compactos brancos, enquanto
outros produziram calos compactos pigmentados, de coloracédo rosacea. Exemplos
como este sdo relatados em cultura de raizes, nas quais, em meios livres de
horménios os pigmentos formados eram semelhantes aos da cultivar da qual foram
estabelecidos, porém, modificando os niveis de fitorreguladores foi possivel
aumentar o contetdo de betacianinas e betaxantinas no sistema in vitro. Em culturas
de calos de Mammillaria candida, as citocininas tiveram um efeito antagonista na

producédo de betalainas (Georgiev et al., 2008).

FIGURA 2 — Inducdo de calos em Alternanthera brasiliana. (A) Inoculacdo de explantes de

entrenés em meio. (B) Calogénese em entrends, gerando calos compactos, brancos e (C) calos
compactos pigmentados, apos 30 dias em cultivo (22 escuro + 8 luz).
A indugdo do crescimento de calos e subsequente diferenciacdo e
organogénese é efetuada pela aplicacdo diferencial de reguladores de crescimento e

controle das condicdes no meio de cultura. Com o estimulo de substéncias de



65

crescimento endogenas ou por adicdo de reguladores de crescimento exdgenos ao
meio, a divisdo e crescimento celulares, assim como a diferenciacao tecidual séao
induzidos (Tripathi & Tripathi, 2003). Segundo Gao et al. (2011), a formacao de calos
envolve desdiferenciacdo celular, divisdo e crescimento, que sao regulados por
fitorreguladores como as auxinas e citocininas. De acordo com nossos
experimentos, o processo de calogénese teve inicio aos 12 dias de decorréncia do
experimento e o meio 1 foi melhor para a inducdo em folhas de A. brasiliana,
constatando a afirmacdo de Gao et al. (2011). Em entrends os diferentes meios
apresentaram grande formacao de calos e ndo obtiveram diferencas estatisticas que
pudessem os diferir. Gnanaraj et al. (2011) trabalhando com folhas e entrends de A.
sessilis encontraram grande indugédo em meios utilizando somente auxina (2,4-D).
Partes vegetativas das plantas, especialmente explantes internodais, sao
desejaveis por preservarem a identidade genética da planta mae. A cultura de calos
€ extremamente importante em biotecnologia, pois proporciona muitas vantagens
como sistema experimental para investigacfes biolégicas. Avancos nessa area
podem fornecer novos meios para a producao comercial de metabdlitos secundarios
com valores inferiores aos encontrados atualmente. Dessa forma, um protocolo de
inducdo de calos in vitro em plantas de Alternanthera foi desenvolvido e sera
utilizado como ferramenta para estudos visando o aumento da biossintese de

compostos fitoquimicos in vitro.
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ARTIGO 3 - Journal of Integrative Plant Biology
METABOLITOS SECUNDARIOS REGULADOS PELA LUZ EM CALOS DE

Alternanthera brasiliana
Resumo:

As betalainas sdo pigmentos vacuolares nitrogenados hidrossollUveis, composto por
betacianinas vermelho-rosaceas e betaxantinas amarelas presentes nas plantas da
ordem Caryophyllales. Este artigo buscou definir, para a espécie Alternanthera
brasiliana, um protocolo indutor de calos e da biossintese de betalainas em luz
branca, assim como, investigar a influéncia do espectro luminoso (azul, branco e
vermelho) na producdo de metabdlitos secundarios em calos formados em
diferentes meios. Entrends e folhas de A. brasiliana foram inoculados em meio MS,
acrescido de cinco diferentes combinacGes de fitorreguladores, onde cresceram
durante 30 dias, apds esse periodo foram cultivados em luz branca em um meio de
cultura contendo TDZ e ANA (MIB), onde ficaram 45 dias e na sequéncia foram
realizadas as analises. Entrends de A. brasiliana forma inoculados em trés diferentes
meios de cultivo e posteriormente foram transferidos para o MIB e para a luz azul,
branca e vermelha, nas quais permaneceram por 40 dias. Por meio das analises
realizadas, pode-se observar que o melhor 6rgdo para inducdo de calogénese na
planta em estudo sdo os entrendés e que 0 meio que produz calos com maior

concentracdo de betacianina é suplementada com AlA e 2,4-D.
Palavras-chave: Plantas medicinais, calogénese, luminosidade, betalainas.
Introducéo

As pesquisas na area de corantes naturais tém aumentado nos ultimos anos,
uma vez que 0s corantes sintéticos estdo apresentando avaliagbes negativas dos
consumidores. Dessa maneira, ha um aumento no uso de pigmentos naturais como
os carotenoides, as antocianinas (flavonoides) e as betalainas. Estas Ultimas,
possuem diversas atividades bioldégicas como antioxidante, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora e antitumoral (Georgiev et al. 2008, 2010) com aplicabilidade
crescente na industria alimentar, cosmeética e farmacéutica (Biswas et al. 2013).

As betalainas sdo pigmentos vacuolares nitrogenados hidrossollveis, que

substituem as antocianinas em um pequeno numero de familias de plantas



72

taxonomicamente relacionadas. Estruturalmente, sdo iménio derivados do &cido
betalamico e o cromoforo € resultado do sistema de ressonancia do 1,7-
diazaheptametino, que exibe trés duplas ligacdes conjugadas (Herbach et al. 2006).
As betalainas ndo pertencem ao grupo dos alcal6ides, pois na natureza se
apresentam na forma &cida devido a presenca de varios grupos carboxilas (Delgado-
Vargas et al. 2000).

As betaxantinas, de coloracdo amarela, emitem autofluorescéncia verde e sao
produtos da condensacdo espontanea do &acido betalamico e aminoacidos ou
aminas. Ja as betacianinas, sdo vermelho-violaceas e originam-se da condensacao,
também espontanea, do &cido betalamico com a cyclo-Dopa (cyclo-3-(3,4-
dihidroxifenilalanina), conforme pode ser visualizado na figura 1. As betacianinas séo
geralmente O-glicosiladas (no C-5 ou C-6) e frequentemente sofrem acilacao
posterior. A aglicona de acido betalamico, formada pela condensacéo da ciclo-DOPA
€ denominada betanidina e forma a 5-O-glicosilado betanina (Gandia-Herrero et al.
2010; Harris et al. 2012).

A forte demanda para o mercado de produtos naturais renovaveis despertou a
atencdo para a viabilidade técnico-comercial de uma variedade de sistemas,
explorando as plantas in vitro e cultivos celulares como potenciais biofabricas de
produtos fitoquimicos, nos quais a producdo pode ser mais confiavel, simples e
previsivel (Karuppusamy 2009). Além disso, a capacidade de células vegetais, calos
e tecidos cultivados in vitro de produzir e acumular compostos quimicos €, em
muitos casos, maior do que o das plantas cultivadas ex vitro (Rao e Ravishankar
2002). A manutencdo de microambientes cuidadosamente controlados e assépticos
oferece uma excelente fonte para a investigacdo em profundidade acerca de vias
metabdlicas e bioquimicas (Namdeo 2007), além de permitir a utilizacao de elicitores
(agentes quimicos e estressantes), para alterar as vias metabdlicas, afetando
gualitativamente e quantitativamente os compostos do metabolismo secundario
(Zhao et al. 2005).
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Figura 1 — Esquema da rota de biossintese das betalainas proposto por Harris et al. (2012). Abreviagdes: 4,5D0D, DOPA-
4,5-dioxigenase; DOPA-OX, DOPA oxidase.

A capacidade de culturas celulares, teciduais e de 06rgdos vegetais
produzirem e acumularem muitos dos compostos quimicos encontrados nas plantas
in natura tem sido reconhecida desde o inicio da biotecnologia (Karuppusamy 2009).
As plantas e as culturas de células sdo fontes alternativas de substancias bioativas
de plantas, incluindo os pigmentos betalainas. Claramente, um ndamero de sistemas
in vitro pode produzir betaxantinas e betacianinas e existem varias estratégias para
aumento da producao destes (Georgiev et al. 2008).

Estimulos fisicos, utilizando a luz como agente elicitor, sdo amplamente

utilizados em cultura de tecidos vegetais, com o intuito de maximizar a producao de
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compostos secundérios de interesse (Zhao et al. 2005). Sabe-se que a luz vermelha
e a luz azul tém sido empregadas para suscitar diferentes expressoes fenotipicas via
percepcao de sinais e rotas de transducédo (Kishima et al. 1995). Além disso, a luz é
especialmente importante, pois pode induzir a sintese de betalainas como ocorreu
em beterraba vermelha (Beta vulgaris vulgaris), plantulas de Amaranthus caudatus,
calos de Portulaca, culturas celulares de Chenopodium album e calos de
Alternanthera brasiliana (Zhao et al. 2010).

A Amaranthaceae Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze apresenta ampla
distribuicdo de exemplares na América do Sul (Delaporte et al. 2005) e possui a
capacidade de armazenar pigmentos das classes das betalainas (betacianinas e
betaxantinas), assim como flavonoides (Andreazza et al. 2013). E empregada na
medicina tradicional para o tratamento de diversas patologias, incluindo tosse,
diarreia, infeccbes e atividade analgésica (Facundo et al. 2012). Apresenta
comprovadas acdes, antiproliferativa dos linfocitos, anti-inflamatoéria, antiedematosa,
antioxidante e para tratamento do virus da herpes simples (Macedo et al. 2011).

Com base no exposto, acredita-se que a espécie A. brasiliana é potencial
fonte para estudos que envolvam diferentes qualidades de luz no incremento de
metabdlitos secundérios incluindo as betalainas. Dessa maneira, 0 objetivo do
presente trabalho foi definir, para a espécie Alternanthera brasiliana, um protocolo
indutor de calos e de biossintese de betalainas em luz branca, assim como,
investigar a influéncia de distintos espectros na producdo de metabdlitos

secundarios em calos formados nos diferentes meios.
Resultados
Experimento | - Indug&o de calos e crescimento em luz branca
Processo de calogénese

Foram visualizados calos iniciais nos entrenés de todos os meios de cultura
aos 12 dias em tratamento, porém, em explantes foliares, somente foram
visualizados em todos os meios, aos 37 dias em cultivo, demonstrando que o
entrend é o 6rgdo com inducdo de calos mais rapida na espécie em estudo. Aos 30

dias observou-se que o percentual de inducdo em entren0s manteve-se elevado nos
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cinco meios testados, porém, em folhas somente o0 meio 1 apresentou explantes
com 100% de calos formados (tabela 1).

Quanto as avaliagdes correspondentes ao melhor meio para obtencdo de
calos em cada 6rgdo, observou-se que a cinetina acompanhada do 2,4-D
apresentaram uma interagcdo positiva no processo de calogénese inicial em
explantes foliares de A. brasiliana, chegando a 100% aos 30 dias ap0s a inoculacao.
Para entrends, ndo houve diferencas estatisticas nos cinco meios testados,
independente do periodo de avaliacdo, sendo todos considerados 6timos indutores

para esse 6rgdo aos 12 dias de tratamento.

Tabela 1. Percentual de inducdo de calos em explantes de Alternanthera brasiliana em
distintos dias de cultivo em meio MS, acrescido de diferentes reguladores de crescimento

12 dias 30 dias 37 dias
Meios (mg L™)
Entrenés Folhas Entrends Folhas Entrends Folhas
Meiol (1,0 Cin + 1,0 2,4-D) 100Aa 20Ba 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
Meio 2 (2,5 ANA + 1,0 BAP) 85Aa 0Bb 100Aa 70Bb  100Aa 80Aa
Meio 3 (0,75 AIA+ 1,0 2,4-D) 95Aa 0Bb 95Aa 0Bc 100Aa 95Aa
Meio 4 (0,5 BAP + 1,0 2,4-D) 100Aa 5Bab 100Aa 5Bc 95Aa 77,5Aa

Meio 5 (1,0 BAP + 0,5 2,4-D) 100Aa  0Bb 100Aa 0Bc 100Aa 75,25Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras, minusculas na linha e maidsculas na coluna, ndo
diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Aspecto e Intensidade dos pigmentos

Apods 60 dias de tratamento os calos foram avaliados qualitativamente quanto as
suas pigmentacdes, e conforme pode ser visualizado na figura 2, aos 37 dias de
cultivo, ja apresentavam diferencas dependendo do meio de cultivo a que estavam
expostos. Pode-se verificar que no meio 2 ndo havia coloragdo magenta dos calos,
no meio 1 alguns dos explantes estavam com pigmentos réseos e nos meios 3,4 e 5
havia uma maior heterogeneidade de cores, com maior formagcdo de pigmentos
rosaceos.

Os valores referentes ao aspecto e intensidade da coloracdo nos explantes,
entrends e folhas, estdo representados na tabela 2. Pode-se observar que para a

variavel aspecto da coloracdo, ambos os Orgaos apresentaram boa pigmentacao,
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com as médias variando de 0,75 a 2 para entrenés e de 0,5 a 2 para folhas. Os
meios que mais contribuiram para a producdo de pigmentos foi 0 meio 5 e 0 meio 3
para entrenos e folhas, respectivamente, sendo que para ambos 0s explantes o
meio 4 nao diferiu estatisticamente quanto a coloracdo apresentada. Os explantes
foliares colocados em meio contendo somente auxinas (meio 3) obtiveram uma
maior pigmentacdo em relagdo aos demais meios, ao final dos 60 dias em cultivo.
Nos explantes internodais, percebeu-se que uma concentracdo duas vezes maior de
citocinina, em relacéo a de auxina com maior producéo aparente dos pigmentos.

Na avaliagdo da intensidade de coloracdo, os cinco meios foram capazes de
produzir coloragdo de intensidade moderada a alta tanto em calos de explantes

foliares quanto internodais, ndo demonstrando diferencas estatisticas entre eles.

Figura 2 — Pigmentacdo em calos de plantas de Alternanthera brasiliana utilizando entren6s como explantes em diferentes
meios de cultura, apds 35 dias de cultivo. (A) Meio 1: 1mg L™ de CIN e 1mg L™ de 2,4-D; (B) Meio 2: 2,5 mg L™ de ANA e 1mg
L™ de BAP;(C) Meio 3: 0,75 mg L™ de AIA e 1mg L™ de 2,4-D; (D) Meio 4: 0,5 mg L™ de BAP e 1mg L*de 2,4-D e (E) Meio 5:
1mg L* de BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D. A barra indica 1cm.
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Tabela 2 - Efeito dos reguladores de crescimento no aspecto e intensidade da coloracdo de calos de
entrenos e folhas (respectivamente) de Alternanthera brasiliana com 60 dias

) 1 Aspecto da coloracdo* Intensidade da coloracéo**
Meio (mg L™) - -
Entrends Folhas Entrends Folhas
Meiol (1,0 Cin + 1,0 2,4-D) 0,75Aab 0,75Aa 1,25Aa 1,25Aa***
Meio 2 (2,5 ANA + 1,0 BAP) 0,5Ab 0,75Aa 1Aa 1,25Aa
Meio 3 (0,75 AlA+ 1,0 2,4-D) 1Bab 2Aa 1Aa 1,75Aa
Meio 4 (0,5 BAP + 1,0 2,4-D) 1,25Aab 1,75Aa 1,5Aa 2,5Aa
Meio 5 (1,0 BAP + 0,5 2,4-D) 2Aa 1Ba 3Aa 2Aa

*Os valores referentes ao aspecto da coloracdo representam a média de quatro avaliadores que
guantificavam da seguinte maneira: 0 (auséncia de coloracdo magenta), 1 (calos com pontos
vermelhos ao acaso), 2 (50% magenta), 3 (100% magenta).

**Qs valores referentes a intensidade dos pigmentos dos calos representam a média de quatro
avaliadores que quantificavam da seguinte maneira: 0 (inexistente), 1 (baixa), 2 (moderada), 3 (alta).
*xx Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas na linha e mailsculas na coluna, ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Betacianinas totais - Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia

ApOs a obtencdo do extrato aquoso de calos provenientes de entrends,
procedeu-se a analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cujos
resultados s&o apresentados na figura 3. Visualizou-se maior incremento de
betalainas nos extratos de calos oriundos do meio 3, com 262 ymol de amarantina/g
de massa seca (MS), seguido do meio 1 com 174 umol de amarantina/g MS.

Na figura 4 estd representado o perfil cromatografico em CLAE do extrato
aguoso de calos cultivados no meio 3, monitorados a 536nm. Uma confirmac¢do mais
direta e confidvel da composi¢cdo molecular de betalainas resultou da espectrometria
de massa que gerou, conforme esperado, ions moleculares protonados e varios ions
de fragmento. Por meio da andlise do espectro de massa, foi confirmada a presenca
de amarantina nos extratos aquosos dos calos de A. brasiliana presentes no meio 3,
devido ao padrdo de fragmentacdo para esta espécie molecular.

A presenca da amarantina (maior pico no cromatograma, figura 3-B) foi
confirmada por apresentar propriedades espectrais idénticas as do padrédo, pela
presenca dos seu ions protonados moleculares com m/z 727 e m/z 389, devido a
presenca das agliconas protonadas [betanidina + H]" ou [isobetanidina + HJ",

diferindo molecularmente pela configuracéo do carbono quiral C-15.
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Figura 3 — Concentracdo de amarantina presente nos calos provenientes de entrenés de
Alternanthera brasiliana, cultivados em diferentes meios de cultura, ao final de 60 dias de
tratamento.*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey (p<0.05). Abreviag6es: MS, massa seca.
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Figura 4 — Perfil cromatogréafico do extrato aquoso dos calos de Alternanthera brasiliana cultivados

no meio de cultura 3 (0,75 mg L™ de AIA e 1mg L™ de 2,4-D) lidos em 536nm. Ao lado, a molécula

de amarantina, confirmada por meio de espectrometria de massas. | — amarantina (betanidina-5-O-

B-glicuronosilglicosideo); 1l — isoamarantina (isobetanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo); 1l —

betanidina e IV — isobetanidina.
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A presenca de betalainas individuais foi inicialmente analisada por CLAE com
detector de arranjo de fotodiodos e por meio destes perfis cromatograficos, pode-se
calcular a concentracdo de amarantina presente nos calos cultivados nos diferentes
meios de cultura, ao final dos 60 dias de tratamento. No meio que apresentou maior
concentracdo de amarantina, foram encontrados quatro picos principais quando o
cromatograma foi monitorado aos 536nm, com o auxilio do padrdo (amarantina),
pode-se dizer que se tratam das moléculas de amarantina (betanidina-5-O-f-
glicuronosilglicosideo) com tempo de retencdo (tr) de 15,77min, isoamarantina
(isobetanidina-5-O-B-glicuronosilglicosideo) com tr de 16,87min, betanidina com tr de

18,28min e isobetanidina com tr de 19,65min.
Experimento Il - Inducéo de calos e crescimento em diferentes condi¢des de luz
Aspecto e Intensidade dos pigmentos

Buscando determinar os efeitos das diferentes qualidades de luz na producéo
de pigmentos nos calos de A. brasiliana, estes foram cultivados sob um periodo no
escuro e, posteriormente passaram para a luz. A partir deste periodo, iniciaram as
primeiras modificacdes nas suas coloragbes, que foram intensificadas quando
ocorreu a transferéncia dos meios para as diferentes qualidades de luz, passando da
cor branca, caracteristica de calos cultivados no escuro, para as cores: verde, rosa
ou magenta, conforme pode ser visualizado na figura 5. Algumas modificacdes da
pigmentacdo ndo foram evidenciadas em toda a superficie epidérmica, mas somente
em setores especificos, formando um mosaico de cores.

Os calos que foram crescendo, no decorrer dos 40 dias no Meio de Inducédo
de Betacianinas (MIB) eram compostos de massas bastante compactas de células
esféricas brancas, verdes e magenta, e com coloragdo de superficie opaca (figura
5). Ao serem cultivadas em luz vermelha, observou-se que todas as combinacgdes de
reguladores testadas geraram algum tipo de oxidac&o nos calos.

As diferencas fenotipicas relacionadas as cores, possivelmente, foram devido
a composicado dos meios utilizados para a iniciacdo do processo de calogénese e as
radiacfes luminosas nas quais estiveram expostas por 40 dias. Dessa maneira,
buscando avaliar adequadamente estas diferencas procederam-se as analises
relacionadas ao aspecto da coloracao para determinar as diferentes composicoes de
pigmentos presentes nestes grupos celulares e a intensidade da coloragédo que
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procura determinar as nuances de cores presentes e acumuladas que compoe estas

massas celulares.

Figura 5 — Pigmentagdo em calos de Alternanthera brasiliana utilizando entrendés como explantes em diferentes meios de
cultura e cultivados em diferentes qualidades de luz durante 40 dias, em Meio de Inducédo de Betacianinas (MIB). (A) Meio 1:
1mg L" de CIN e img L™ de 2,4-D + MIB (0,5 mg L™ de TDZ e 1 mg L™ de ANA), cultivado na luz azul; (B) Meio 2: 0,75 mg L™
de AlIA e Img L™ de 2,4-D + MIB, cultivado na luz azul; (C) Meio 3: 1 mg L™ de BAP e 0,5 mg L de 2,4-D + MIB, cultivado
na luz azul; (D) Meio 1 + MIB, cultivado na luz branca; (E) Meio 2 + MIB, cultivado na luz branca; (F) Meio 3 + MIB, cultivado
na luz branca; (G) Meio 1 + MIB, cultivado na luz vermelha; (H) Meio 2 + MIB, cultivado na luz vermelha e (I) Meio 3 + MIB,
cultivado na luz vermelha. A barra indica 1cm.

O aspecto da coloracéo dos calos presentes nos trés meios estudados diferiu
dependendo da luz ao qual foram expostos. As luzes azul e branca proporcionaram
maior formagdo dos calos com pontos pigmentados, parcialmente magenta e
totalmente magenta, coloracdo caracteristica das betalainas, que puderam ser
avaliados visualmente, nos trés meios estudados. As luzes azul e branca foram
ideais para a inducdo de calos mais pigmentados, com coloracdo
predominantemente rosacea, no meio 2. Ja na luz vermelha, ndo houve diferencas
estatisticas entre os trés meios, nao havendo desenvolvimento de pigmentacdo em

nenhum deles (Figura 6-A).
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A avaliacdo da intensidade de coloragdo nas massas celulares apresentou
resultados semelhantes aos do aspecto da coloragdo, onde as melhores luzes para
intensificar as nuances presentes nos calos foram azul e branco, formando
pigmentos de intensidades mediana e alta. O meio 2 obteve melhores resultados,
com maior intensidade de cor magenta nas trés luzes testadas, adquirindo desde a
coloracdo moderada até a mais intensa e sobressaindo frente aos demais (figura 6-
B).
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Figura 6 - Aspecto e intensidade de coloragdo em calos de Alternathera brasiliana, apés 40 dias em Meio de Indugdo de
Betacianinas (MIB), sob diferentes qualidades de luz. Os valores referentes ao aspecto da coloragdo representam a média
de quatro avaliadores que quantificaram da seguinte maneira: 0 (auséncia de coloragcdo magenta), 1 (calos com pontos
vermelhos ao acaso), 2 (50% magenta), 3 (100% magenta). Os valores referentes a intensidade dos pigmentos dos calos
representam a média de quatro avaliadores que quantificaram da seguinte maneira: O (inexistente), 1 (baixa), 2
(moderada), 3 (alta).* Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si para qualidade de luz e médias

seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si para espécie, de acordo com o teste de Tukey (p<0.05).

Taxa de crescimento relativo e massa dos calos

Os efeitos da luz sdo sentidos em todo processo de morfogénese das plantas,
dessa maneira, através da analise de crescimento relativo e massa final dos calos
visualizou-se claramente as diferencas no padrdo de crescimento frente as
diferentes qualidades de luz testadas.

A taxa de crescimento relativo (TCR) dos calos apresentou bons resultados
em luz azul e branca, conforme pode ser visto na figura 7A, porém para calos
cultivados no meio 1, a TCR néo diferiu nas trés qualidades luminosas e no meio 3,
a luz branca foi acompanhada da luz azul, com resultados semelhantes de

incremento diario de massa celular. Avaliando as diferentes qualidades de luz
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separadamente, a luz azul e branca foram mais efetivas quando os calos foram
cultivados nos meios 2 e 3 apresentando a maior taxa diaria de crescimento. Ja os
trés meios cultivados em luz vermelha ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre si.

A maior massa foi visualizada na luz branca, em todas as combinacdes de
reguladores de crescimento (figura 7-B), porém, nos calos que foram cultivados nos
meio 1 e 3, a luz azul também apresentou bons resultados no incremento de massa.
Do ponto de vista da formacédo das massas celulares pela o6tica das qualidades de
luz, nas lampadas azuis e vermelhas a massa final ndo diferiu entre os diferentes
meios, mas nas lampadas brancas, o meio 2 e 3 produziram calos com maior

acumulo final de massa.
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Figura 7 — Taxa de crescimento relativo e massa de calos Alternathera brasiliana, apés 40 dias em Meio de Inducao de
Betacianinas, cultivados sob diferentes qualidades de luz. * Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre
si para qualidade de luz e médias seguidas de letras mindsculas distintas diferem entre si para espécie, de acordo com o
teste de Tukey (p<0.05).

Quantificagao de betaxantinas, betacianinas e flavonoides totais

Com o intuito de investigar os efeitos adicionais das qualidades de luz branca,
azul e vermelha, no acimulo de metabdlitos secundarios, presentes em calos de A.
brasiliana crescidos em diferentes combina¢fes de fitorreguladores nos meios de
cultivo, estes foram submetidos as analises de quantificagdo dos pigmentos
betalamicos e flavonoidicos, ap6s 40 dias em MIB.

Foi observado que as lampadas de cor azul foram mais efetivas na
biossintese de betaxantinas (figura 8A) para todos os meios testados. Os resultados

mostraram também que os calos do meio 2 produziram maior quantidade deste
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pigmento na luz azul, comparado com os demais. Na irradiacao por luz vermelha, os
meios 3 e 2 foram os que induziram maior acumulo de betaxantinas e na luz branca,
a concentracdo desse pigmento foi bastante baixa e ndo apresentou diferencas nos
meios estudados.

Na avaliacdo relativa ao contetudo de betacianinas dos calos, a extracdo foi
realizada com dois solventes, buscando extrair diferentes betalainas, glicosiladas e
nao glicosiladas. Dessa maneira, por meio da extragdo com tampao fosfato (figura
8B), percebeu-se que a luz azul foi mais efetiva, porém, no meio 1, os calos
cultivados nas diferentes qualidades de Iluz n&o apresentaram diferencas
significativas entre si. Nas luzes vermelho e branco, ndo houve diferengas
estatisticas no acumulo das betacianinas quando cultivados nos distintos meios de
cultura, porém, na luz azul, os calos do meio 2 produziram maior quantidade deste
pigmento.

Quando as betacianinas foram extraidas com tampao acetato, acrescido de
metanol (figura 8C), tampdo de pH 5,0, que facilita a extracdo de moléculas
agliconas, o resultado foi diferente. As qualidades de luz que auxiliaram no
incremento destes pigmentos foram azul e branca, para os meios 2 e 3, porém, para
0 meio 1 apresentou resultados semelhantes nas trés condi¢fes luminosas. Na luz
azul, houve maior sintese dos pigmentos nos calos cultivados no meio 2, composto
por duas auxinas, na luz branca, os calos dos meios 2 e 3 e na luz vermelha, ndo
houve diferenca significativa quanto ao contelddo de betacianinas nos calos
produzidos nos trés tipos de meios.

Na analise da quantificacdo dos flavonoides totais (figura 9), observou-se que
0s meios tiveram efeito significativo independente da luz a que foram submetidos.
Os meios que continham somente auxinas, meio 2 (AlIA e 2,4-D) e citocinina
combinada com auxina, meio 3 (BAP e 2,4-D), apresentaram os melhores resultados

de inducédo da biossintese destes compostos fendlicos nos calos formados.
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Figura 8 - Teor de betaxantinas totais (A), betacianinas totais extraidas com tampéo fosfato, pH 6,0 (B) e extraidas com
tampédo acetato, pH 5,0, (C) em calos de Alternathera brasiliana, cultivados sob diferentes qualidades de luz, durante 40
dias em Meio de Inducdo de Betacianinas. * Médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si para
qualidade de luz e médias seguidas de letras minGsculas distintas diferem entre si para espécie, de acordo com o teste
de Tukey (p<0.05).
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mmol de quercetina g™ MF
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Meios

Figura 9 - Teor de flavonoides totais em calos de Alternathera brasiliana, mantidos por 30 dias em diferentes Meios de
Indug&o de Calos e durante 40 dias em Meio de Inducao de Betacianinas. Meio 1: 1Img L™ de CIN e img L™" de 2,4-D +
MIB (0,5 mg L™ de TDZ e 1 mg L™ de ANA), Meio 2: 0,75 mg L™ de AIA e Img L™ de 2,4-D + MIB; Meio 3: 1 mg L™ de
BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D + MIB. *Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey (p<0.05).

Discusséo
Experimento | - Inducéo de calos e crescimento em luz branca

A formacéo de calos envolve diferenciacdo, divisdo e crescimento celulares
gue sédo regulados por fitorreguladores, como as citocininas e auxinas (Gao et al.
2011). Em alguns casos, somente a utilizacdo de 2,4-D, auxina considerada mais
efetiva para a inducéo de calos, € suficiente, porém com A. brasiliana, observou-se
gue a combinacdo com uma citocinina sintética, ou com outra auxina pode produzir
alto percentual de calos tanto em explantes internodais quanto foliares.

Em estudos com Solanum melongena, Ray et al. (2011) observaram que 10
dias foi o numero minimo de dias requeridos para a inducdo de calos utilizando
entren0s como explante, este tempo esta proximo aos 12 dias que foram
necessarios a inducao de calos em A. brasiliana. Por outro lado, observou-se que
neste periodo ja havia meios com 100% de calos formados o que diferiu dos autores
acima que encontraram valores maximos de 48,7%, na espécie estudada. Estes
resultados permitem que se considere os explantes internodais como tecido com
potencial biossinteticamente ativo para inducdo de betacianinas, uma vez que 0s
pigmentos sdo produzidos na parte aérea das plantas de A. brasiliana. Resultados
semelhantes foram relatados por Biswas et al. (2013) com Amaranthus tricolor.
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A cultura de tecidos tem sido considerada como uma alternativa para a
producdo de uma ampla gama de metabdlitos secundéarios que séo dificeis de serem
obtidos quimicamente, incluindo corantes naturais. Tem sido reportada a
possiblidade de estabelecimento de culturas de calos, com um objetivo em particular
da sintese de calos magenta, que apresentam como principal corante as
betacianinas (Trejo-Tapia et al. 2008). A partir das véarias combinacbes de
fitormonios testadas para o aspecto da coloracéo, a maior pigmentacao dos calos foi
visualizada no meio 3 para explantes foliares e no meio 5 para explantes internodais,
a partir do qual, pode-se dizer que auxinas como 2,4-D, quando associadas a outra
auxina, como o AlA, estimulam a biossintese de betacianinas em folhas, porém,
guando uma auxina, como o 2,4-D estd associada a uma citocinina, como o BAP, a
sintese de pigmentos é induzida em entren6és de A. brasiliana. Em pesquisa
realizada com Amaranthus tricolor, os calos que eram maiores produtores de
betacianina foram cultivados em meio contendo ANA (0,25mg L™) e BAP (2mg L™),
ja em estudo realizado com calos de Beta vulgaris, o crescimento em meio MS
acrescido de Cin (Img L™?) e 2,4-D (Img L™) para explantes de hipocétilos produziu
calos com pigmentacéo heterogénea e em calos de explantes foliares produziu calos
com coloracao vermelha (Trejo-Tapia et al. 2008).

Com relacdo a intensidade de coloracdo, os meios que obtiveram destaque
foram BAP (0,5mg L™) + 2,4-D (Img L™) para calos de explantes foliares e 2,4-D
(0,5mg L) + BAP (Img L™) para calos de explantes internodais, o que comprova a
teoria de que auxinas e citocininas combinadas sdo benéficas e necessarias para o
aumento da intensidade visual dos pigmentos, conforme comprovado por Macedo et
al. (1999). Ja em Chenopodium rubrum e B. vulgaris as betacianinas sé&o produzidas
em baixas concentragbes de 2,4-D (Biswas et al. 2013). Além disso, foi estudado
também que a aparéncia visual colorida dos calos é dada pela proporcéo
betacianinas/ betaxantinas e pela mudanca batocrdmica caracteristica das
betacianinas aciladas e nao aciladas (Kugler et al. 2007).

Um grande obstaculo encontrado no desenvolvimento de sistemas para
producdo em larga-escala, baseado em células de plantas, tem sido a instabilidade
no acumulo dos metabdlitos. Varios relatos mostram perda gradual da capacidade e
padrdo de producdo ou alta variacdo nos niveis de metabolitos secundarios (Trejo-
Tapia et al. 2008).
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Tecidos, 6rgdos ou células com intensidades variadas de determinacao
podem adquirir novas competéncias através da acdo de sinais quimicos
(reguladores de crescimento) que ativam seletivamente determinados genes
(epigénese) e a resposta final é a expressdo morfogenética que pode, as vezes,
levar a organogénese do tecido. As analises de quantificacdo das betacianinas em
CLAE-MS com calos de A. brasiliana confirmaram que estes apresentam conteudo
consideravel de amarantina, dessa forma, acredita-se que a interacdo hormonal dos
diferentes reguladores de crescimento presentes nos meios de inducdo de calos
(MIC), na primeira fase do desenvolvimento, e os reguladores presentes no meio de
inducdo de betacianinas (MIB) possa ter induzido a expressao deste potencial
inerente das células.

A presenca de concentracdes variaveis de amarantina e isoamarantina pode
ser explicada pelo fato de as auxinas aumentarem a polissomia e 0s niveis de
ploidia nos diferentes 6rgaos, conforme estudos com B. vulgaris comprovaram, o
gue pode afetar o tipo de betalainas expressas e sua producdo na presenca de
multiplas copias de genes envolvidos na biossintese destes pigmentos (Weber et al.
2010). Estudos com Phytolacca americana demonstraram que a incorporagdo de
citocininas aos meios diminuiu 0 acumulo de betalainas, revelando que o BAP reduz
a incorporacao de tirosina nas betacianinas em mais de 50% dos casos (Hirano et
al. 1992). O MIB foi composto por outra citocinina, o tidiazuron (TDZ) e conforme
estudos (Bhuiyan e Adachi 2003) o TDZ tem sido utilizado para induzir respostas
fisiologicas como a regulacdo da divisdo celular, o crescimento e diferenciacao de
tecidos e 6rgdos e, mais recentemente, o TDZ emergiu como um biorregulador
altamente eficaz em culturas de tecidos de uma diversificada gama de espécies que
vao desde a arvore até plantas herbaceas.

Segundo Wang et al. (2006), todas as betalainas, por serem derivadas da
piridina, apresentam como cromaoforo base, o acido betalamico, assim, quando estas
moléculas estdo em condi¢cdes alcalinas, a maioria das betacianinas se tornam
betaxantinas e nas plantas, as betacianinas normalmente estdo na forma de
betanidina, a forma aglicona da maioria das betacianinas. A presenca de amarantina
e betanidina em extratos de Gomphrena globosa, foi relatada por Kugler et al. (2007)
onde as caracteristicas de absorcdo e de relacdo massal/carga dos
diastereoisomeros encontrados condizem com o0s resultados encontrados no

presente trabalho.



88

Experimento Il - Indugdo de calos e crescimento em diferentes condigbes de luz

A qualidade do espectro de luz e o meio de cultivo influenciam no processo de
morfogénese em todo o nivel de plantas e na cultura de tecidos. Conforme
previamente relatado, o tempo de permanéncia dos calos no escuro durante 22 dias
foram necessarios para a formacdo destas massas celulares e reducdo da secrecéo
de compostos fendlicos, que geralmente afetam os explantes, conforme ja relatado
em trabalho de Tan et al. (2010). Os calos iniciaram as modificacdes nas suas
coloracbes e nas suas intensidades apo0s a transferéncia dos mesmos para as
diferentes qualidades de luz. Relatos de Radfar et al. (2012) demonstraram que a
biossintese das betalainas ocorre entre 0 6° e 0 15° dias, sendo mais intensa a partir
do 9° dia, esta iniciacdo do processo de biossintese é realizada com o fim da
hidrolise da sacarose, contida no meio, e correlacionada com o consumo de glicose
e frutose, resultadas dessa lise. No presente trabalho observou-se formacédo de
pigmentos ja uma semana apoés estarem submetidas a luz.

O desenvolvimento de diferentes linhagens com células coloridas com tecidos
de planta € dependente da inducdo de sequéncias especificas de calos, mas, uma
vez estabelecidos estes fendtipos individuais, eles podem ser perpetuados e
mantidos no meio (Girod e Zryd 1991b). Um fator determinante, para o
estabelecimento e estabilizacdo destas linhagens é a composi¢cdo do meio, assim,
no decorrer deste trabalho, verificou-se que as luzes azul e branca induziram maior
formacao e intensificacdo dos pigmentos em calos de A. brasiliana e o meio de
cultivo que mais favoreceu esta producéo foi o0 meio composto por AlA (0,75 mg L™)
e 2,4-D (Img L™). Em calos de Zaleya decandra (Radfar et al. 2012), cultivados em
luz branca, a maior intensidade foi visualizada quando estes foram cultivados em
MS, acrescido de TDZ (2mg L™) e 2,4-D (Img L™). No entanto, ndo esta totalmente
claro se a intensa pigmentagao é devida a um aumento da atividade metabdlica de
células individuais ou a um aumento no numero de células capazes de produzir
betalainas (Kishima et al. 1991).

As modificacdes na composicdo dos fitorreguladores do meio de cultura
podem ser utilizadas para modular a direcdo e frequéncia dos eventos de
interconversdo, resultando em fendtipos quiméricos, que sdo calos de uma
coloracdo e que ao serem transferidos para um meio com baixa concentracdo de

2,4-D, surgem setores de outra coloragéo (Leathers et al. 1992). A rapidez desta
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resposta, que pode ser de 1-2 geragbes de células, indica que a transformagéo do
fenotipo, induzida por horménios, estd associada a replicagdo do DNA celular e,
portanto, susceptivel de ser uma funcéo do processo de proliferacéo celular (Girod e
Zryd 1991a), ou seja, dependendo do efeito induzido pelos fitormdnios, um fenotipo
pode modificar a sua coloragdo e o formato das células que o comp&em.

A TCR e a massa final dos calos apresentaram os melhores resultados em luz
branca e luz azul, confirmando em parte o que foi relatado por Zhao et al. (2010) em
Sueda salsa, onde a TCR foi acentuadamente maior em calos que cresceram em luz
branca. Os calos cultivados nos meios contendo AIA e 2,4-D (meio 2) e meio com
BAP e 2,4-D (meio 3) apresentaram maior taxa de crescimento diario e de maior
acumulo final de massa. Estudos com calos de Portulacca sp (Noda e Adachi 2000)
demonstraram que a maior taxa de crescimento foi visualizada em calos cultivados
em meio MS acrescido de 5 al0 uM de 2,4-D, com taxas de crescimento idénticas
nas diferentes concentracfes da auxina. Abu-Romman et al. (2013) relataram que o
crescimento dos calos foi maior quando auxinas foram incorporadas ao meio, em
comparacgao as citocininas, a eficiéncia destes dois tipos de reguladores nos calos
depende da idade da planta mae, do tipo de 6rgéo utilizado, da localizacdo do tecido
no o6rgdo, pois diferentes tecidos tem diferentes sensibilidades aos fitormdnios,
mesmo sendo na mesma espécie (Lee et al. 2011).

O acumulo de betacianinas em cultivo no escuro indica que a luz ndo é um
pré-requisito para a formacdo de betacianinas em algumas espécies, mas sim, um
poderoso estimulante dessa biossintese (Leathers et al. 1992). Conforme estudo
proposto por Zhao et al. (2010) o mecanismo de sintese das betacianinas induzido
pela luz inicia quando o sinal luminoso, vindo do fitocromo ou criptocromo passa
através de multiplos intermediarios de sinalizacdo, e entdo, regula um fator de
transcricdo, que pode controlar a expressao de genes que codificam para enzimas
como a tirosinase, DOPA oxidase e glucosiltransferases e, dessa forma,
desencadeia a modificacdo pos-translacional destas trés enzimas, importantissimas
no processo de formagéao destes pigmentos.

A exposicao de plantulas de Amaranthus tricolor e Celosia plumosa (Nicola et
al. 1974) as lampadas branca e vermelha, resultou em um aumento da producéo de
betacianinas e betaxantinas, ao passo que em A. brasiliana os resultados
promoveram o incremento destes compostos, quando os calos foram expostos a

lampadas de cor azul, sendo que o meio de cultivo onde se obteve maior
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produtividade de betaxantinas e betacianinas glicosiladas foi 0 meio 2, com um
aumento da produtividade de cerca de 12x e 4,5x com relagdo a cor branca,
usualmente empregada na cultura de tecidos. Resultados semelhantes foram
relatados com suspensoes celulares de Chenopodium rubrum que apresentaram um
aumento de 30% no cultivo em luz azul.

O efeito sinérgico entre a luz e a cinetina em plantulas de Amaranthus tricolor
(Bianco-Colomas e Hugues 1990) foi extremamente benéfico, resultando em alto
acumulo de betacianinas, 0 que ndo ocorreu na espécie em estudo, que obteve
melhores resultados em meio composto somente por auxinas. Para betacianinas
agliconas, as luzes azul e branca produziram maior quantidade destes compostos,
com producédo de cerca de 10x a da luz vermelha. Parece, portanto, que a resposta
de pigmentacdo gerada pelo ambiente luminoso € um caracter intrinseco das
células, porém é improvavel qgue uma expressao epigenética tenha sido adquirida
durante os ciclos de cultivo (Kishima et al. 1991).

Os flavonoides, compostos fenolicos comumente encontrados em plantas,
sdo produtos derivados das rotas do acido chiquimico (ou chiquimato) e também do
acetato (acetil coenzima A) e sao produzidos durante a fase exponencial do
crescimento dos calos, enquanto a maioria dos metabdlitos é produzida na fase
estacionaria ou de morte destes (Tan et al. 2010). Para a quantificacdo dos
flavonoides totais, os meio 2 e 3 apresentaram os melhores resultados, confirmando
resultados de Lee et al. (2011), nos quais as auxinas produziram maior incremento
destes compostos fendlicos, e na presenca de AIA houve maior producdo destes
metabolitos em calos de raizes adventicias, quando cultivados em MS acrescido de
5mg L™ de AIA. Conforme estudo de Tan et al. (2010) 2,4-D e cinetina foram mais
eficazes na producgéo de flavonoides como quercetina, kaempferol, luteolina e rutina
em culturas celulares de Centella asiatica.

Como se pode observar, de um modo geral, 0 meio que promoveu maior
incremento de metabdlitos, independente da qualidade de luz foi 0 meio 2, composto
por uma auxina natural e uma sintética, o AIA (0,75 mg L") e 0 2,4-D (Img L™Y). As
auxinas apresentam um papel importante na inducéo de calos e diferentes auxinas
apresentam efeitos diferenciados. As auxinas sintéticas, em muitos casos podem ser

mais eficazes do que as naturais (Baskaran et al. 2006).
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Material e métodos
Experimento | - Indug&o de calos e produgao de betacianina sob luz branca

Para o experimento |, foram utilizadas plantas de A. brasiliana, pertencentes
ao Banco de Plantas in vitro do Laboratério de Cultura de Tecidos, da Universidade
Federal de Pelotas, as quais permaneciam em camara de crescimento com
densidade de fluxo de fétons de 22 umol m? s, 16h de fotoperiodo e temperatura
de 25°C £2.

Inducéo de calos

Plantas mantidas, por 30 dias, em meio MS (Murashige; Skoog, 1962), com
30 g L™ de sacarose, 8g L™ de 4gar e 100mg L™ de inositol, tiveram seus entrends e
folhas seccionados em segmentos de 0,1-0,2cm e 0,5x1cm, respectivamente, sendo
as folhas laceradas diagonalmente, 3 vezes. Os 6rgdos foram colocados em meio
MS (Murashige; Skoog, 1962) contendo 30 g L™ de sacarose e 2g L™ de phytagel,
suplementado com 100mg L™ de inositol, 0,5 mg L™ de adenina e 3 mg L™ de &cido
ascoérbico (AA), em placas de Petri (90 x 15mm) com diferentes combinacfes de
reguladores de crescimento (figura 10). As combinac¢des formaram cinco diferentes
meios de inducdo de calos (MIC), sendo Meio 1: 1mg L™ de cinetina (CIN) e 1mg L™
de é&cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D); Meio 2: 2,5 mg L* de &cido a-
naftalenoacético (ANA) e 1mg L™ de 5-benzilaminopurina (BAP); Meio 3: 0,75 mg L™
de &cido indolacético (AIA) e 1mg L™ de 2,4-D; Meio 4: 0,5 mg L™ de BAP e 1mg L™
de 2,4-D e Meio 5: 1 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D. Foram inoculados 5
explantes em cada meio de inducdo de calos e mantidos em camara de
crescimento, no escuro, por 22 dias a temperatura de 25 + 2°C. Ap0s a permanéncia
no escuro, as placas foram transferidas para a luz, sob densidade de fluxo de fotons
de 22 pmol m? s-!, durante oito dias para promocdo do crescimento sob

luminosidade.
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Figura 10 — Explantes de folhas (A) e entrends (B) de Alternanthera brasiliana ao serem inoculados no

meio de inducao de calos.

Inducédo de betacianinas

ApOs esse periodo os explantes provenientes de todos os meios de inducao
de calos foram transferidos para Meio de Indugéo de Betacianinas (MIB) (Zhao et al.
2010), formado por meio MS, contendo 0,3% phytagel, 30g L™ sacarose, 100mg L™
inositol, 0,5 mg L™ adenina e 3 mg L™ &cido ascérbico e ainda suplementado com
0,5 mg L™* de tidiazuron (TDZ) e 1 mg L™ de &cido naftalenoacético (ANA), no qual
permaneceram durante 45 dias. Os meios foram renovados em intervalo maximo de
20 dias. Neste periodo, os calos foram cultivados em luz branca (fornecida por
lampadas fluorescentes tubulares Sylvania®, 40W), com densidade do fluxo de
fotons de 22umol m? s*, medida com luximetro (Hansatech® Quantum Sensor
QSRED), com 16h de fotoperiodo, a 25°C +1 durante o dia e 23°C #1 durante a

noite.
Avaliacbes
Processo de calogénese

A calogénese foi avaliada nos explantes foliares e internodais ap6s 12, 30 e
37 dias nos tratamentos. Nas duas primeiras avaliacdes (12 e 30 dias) os explantes
estavam nos meios de inducao de calos e na terceira (aos 37 dias) estavam ha sete
dias em meio de inducdo de betacianina. A variavel verificada foi o percentual de
inducéo de calos nos diferentes 6rgaos e meios.



93

Aspecto de calos pigmentados e Intensidade dos pigmentos

Para a realizacdo desta avaliacdo qualitativa, foram observados dois
parametros: a aparéncia (%) da pigmentacdo magenta em calos e a intensidade
deste pigmento. Para o aspecto da coloracdo dos calos, em cada tratamento, foram
dadas as seguintes notas: 0 (auséncia de coloracdo magenta nos calos), 1 (calos
com pontos magentas ao acaso), 2 (50% do calo estd com cor magenta), 3 (100%
do calo esta pigmentado na cor magenta) e para a intensidade da cor magenta dos
calos: 0 (calo sem pigmentacédo), 1 (intensidade baixa), 2 (intensidade moderada), 3
(intensidade alta). O teste foi composto de quatro avaliadores, para ambos 0s
parametros e foi realizado em calos ap6s 60 dias em cultivo.

Betacianinas totais

Os pigmentos foram extraidos em 10mM de tampéao acetato de sodio pH 5,0,
acrescido de 10mM de AA foram homogeneizados em Polytron (Kinematica AG,
Suica), em dois pulsos de 5 segundos, em velocidade média. O extrato foi filtrado
em gaze e centrifugado a 120000g, por 40min. O sobrenadante foi filtrado em
membrana Centriplus YM-10 (Milipore), para remover as proteinas e o filtrado foi
usado para a andlise dos pigmentos. O processo ocorreu em temperatura de 4°C
(Gandia-Herrero et al. 2007).

Analise em Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC)

HPLC- Detector de arranjo de fotodiodos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi realizada de
acordo com o método de Gandia-Herrero et al. (2007), em um aparelho Shimadzu
LC-10A, acoplado com um detector de arranjo de fotodiodos (DAF) SPD-M10A
(Shimadzu, Quioto, Japé&o). Foi utilizado 25ul de extrato, em uma coluna
empacotada Kromasil 100 C-18 (250x 4,6mm), com particulas de 5um (Tecnokroma,
Barcelona, Espanha). Os gradientes foram formados por solventes, tendo fase
movel composta por agua milliQ, acidificada com 0,05% de &cido trifluoroacético
(solvente A) e o, acetonitrila acidificada com 0,05% de acido trifluoroacético

(solvente B), com fluxo de 1mL min™.
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HPLC- Espectrometria de massas (Mass Spectrometry — MS/MS)

Para esta analise, o aparelho utilizado foi Agilent VL 1100 acoplado a
CL/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). As condi¢cfes de eluicdo empregadas
foram as mesmas da analise anterior. A interface entre o HPLC e o0 espectrémetro
de massas consistiu de uma fonte de ionizacao por eletrospray, a 3,5 kV, com uma
taxa de fluxo gas nebulizador (N.) de 0,8 mL min™, press&o do gas de secagem (N.)
a 35 psi, e temperatura de vaporizacdo de 350°C. Os espectros de massa foram
adquiridos no modo positivo de ionizacdo, com varredura completa na faixa de 60-
1000 m/z. Para a deteccdo, a tensdo multiplicadora de elétrons foi de 1350 V
(Gandia-Herrero et al. 2007).

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado para avaliacdo da calogénese foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2 (cinco meios e dois tipos de
explantes), contendo quatro repeticdes por tratamento, representadas por uma placa
de Petri contendo cinco explantes. As avaliacGes foram realizadas aos 12, 30 e 37
dias apds a inoculacdo dos explantes nos meios e analisadas separadamente. Para
a avaliacdo de betacianinas foi utilizada apenas a comparacdo dos meios de
inducdo de calos no explante entrends. Os dados foram submetidos a analise de
varidncia e comparacdo de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro, com auxilio do software estatistico WinStat (Machado e
Conceicéo 2002).

Experimento Il - Indug&o de calos e crescimento em diferentes condigdes de luz

Plantas de A. brasiliana, cultivadas nas mesmas condi¢des do ensaio anterior,
tiveram seus entrends seccionados em segmentos de 0,1-0,2cm e colocados em
meio MS, contendo 30 g L™ de sacarose, 2g L™ de phytagel, 100mg L™ de inositol,
0,5 mg L™ de adenina, 3 mg L™ de acido ascorbico e diferentes combinacées de
reguladores de crescimento. As combinacdes formaram trés diferentes meios de
inducéo de calos (MIC), sendo, Meio 1: 1mg L™ de cinetina (CIN) e 1mg L™ de 4cido
2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D); Meio 2: 0,75 mg L™ de &cido indolacético (AIA) e
1mg L™ de 2,4-D; Meio 3: 1 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D. Foram inoculados

10 explantes em cada meio de inducdo de calos e mantidos em camara de
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crescimento, no escuro, por 22 dias. Apés a permanéncia no escuro, as placas

foram transferidas para a luz branca, durante sete dias.
Inducdo de betacianinas e fontes de luz

Apés esse periodo os explantes provenientes de todos os MIC foram
transferidos para Meio de Inducdo de Betacianinas (MIB), conforme descrito no
ensaio anterior, onde permaneceram por 40 dias. Nesta etapa, as placas foram
distribuidas em trés diferentes qualidades de luz sendo luz branca (fornecida por
lampadas fluorescentes tubulares (Sylvania®, 40W), luz azul (fluorescente azul
compacta (Taschibra®, 14W) com pico de emissdo de 470nm) e luz vermelha
(fluorescente compacta vermelha (G-light®, 15W) com pico de emissdo de 660nm).
As densidades de fluxo de fotons para as luzes branca, azul e vermelha, medidas
com luximetro (Hansatech® Quantum Sensor QSRED) foram 25, 12 e 22 pmol m? s’

! respectivamente.
Avaliacbes
Aspecto e Intensidade dos pigmentos

Para a realizacdo desta avaliagcdo qualitativa, foram observados os mesmos

parametros descritos no Experimento I.
Taxa de crescimento relativo dos calos

A taxa de crescimento relativo (TCR) foi calculada com a massa fresca (MF)
de calos, conforme descrito previamente por Galiba et al. (1993), de acordo com

seguinte equacao:
TCR = [(In MF¢-In MF) / (t-t)x10%]

Onde MF; = massa fresca, no t; (no final do experimento), MF; = massa fresca
no t (no inicio dos tratamentos), t; (dia final de tratamento), ti (primeiro dia de

tratamento), tempo em dias.

Massa total de calos
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A massa total dos calos (M) foi calculada com base na massa fresca (MF) de
calos, contidos em uma placa de Petri (10 calos), ao final do experimento.

Quantificacdo de betaxantinas

Para a extracdo de betaxantinas foram utilizados 250mg de calos e tampéao
fosfato 10mM, pH 6,0, com 10mM de ascorbato de sodio. As plantas foram
maceradas em almofariz de porcelana e o homogeneizado filtrado em gaze e
centrifugado a 10000g, por 20min, a 4°C, seguindo a metodologia proposta por
Gandia-Herrero et al. (2005). Para as leituras foi utilizado espectrofotometro T80
UV/VIS Spectrometer (PG Instruments Ltd) acoplado a sistema de aquecimento
PTC-2 Peltier Temperature Controller, com o software UVWin80 v5.0.5, a 25°C. A
concentracdo de betaxantina foi calculada através da leitura da absorbancia em um
comprimento de onda de 480nm, tendo como coeficiente de extincdo molar de
£=48,000 M*cm™ (Schliemann et al. 1999).

Quantificacdo de betacianinas totais

A extracdo das betacianinas, betanidina e betanina, foi realizada com dois
tipos de tampado extrator, tampdo acetato/metanol e tampao fosfato,
respectivamente. A primeira analise foi realizada com 70% de tampao acetato na
concentracdo de 10 mM e 30% de metanol (v/v), pH 5,0, acrescido de ascorbato de
sédio 10mM. A segunda analise foi realizada utilizando tampéao fosfato 10mM, pH
6,0, acrescido de ascorbato de sodio 10mM, sem adicdo de solvente orgéanico. Para
ambas as analises foram utilizadas 250mg de calos que foram maceradas em
almofariz de porcelana e o homogeneizado filtrado em gaze e centrifugado a
10000g, por 20min, a 4°C., conforme Gandia-Herrero et al. (2007). O coeficiente de
extingdo molar utilizado para o célculo de betanidina foi de e= 54000M™ cm™ e para
betanina foi de e= 65000M*cm™, conforme relatado por Schwartz e von Elbe (1980),
em um comprimento de onda de 536nm. As leituras foram realizadas nas mesmas

condi¢cOes da analise anterior.
Quantificagao de flavonoides totais

A extracao foi feita nas mesmas condi¢gbes do experimento anterior utilizando

tampdo acetato/metanol como extrator. Foi realizada espectrofotometria de
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varredura para determinar o melhor comprimento de onda, através do qual plotou-se
a curva de calibracdo padrédo e conforme a equacdo: y = 0,1526x -0,0039 foi
realizado o calculo das concentracbes de flavonoides nas amostras que foram
computadas e expressas em pumol de quercetina por grama de calos. As leituras
foram realizadas em espectrofotbmetro, em um comprimento de onda de 330nm,

conforme descrito anteriormente.
Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
3x3, composto por trés tipos de meios e trés fontes de luz. Foram realizadas seis
repeticdes, sendo considerada a unidade experimental uma placa de Petri contendo
10 explantes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparacao de
médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro, com auxilio do

software estatistico WinStat (Machado e Conceicao 2002).
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