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RESUMO

Handroanthus impetiginosus, popularmente conhecida como Ipé-roxo é nativa da América do
sul, ocorrendo no Brasil desde 0 Amazonas até o Rio Grande do Sul. Essa planta apresenta
consideravel potencial medicinal e madeireiro, sendo alvo de processos extrativistas. Assim, a
cultura de tecidos de plantas constitui uma ferramenta biotecnoldgica interessante para o estudo
e conservacao dessa espécie. Estratégias biotecnoldgicas tem amplo potencial para reproducédo
e conservacao de espécies nativas. Entre essas alternativas encontra-se a cultura de tecidos, em
especial a embriogénese somatica. A formacdo de calos embriogénicos pode ser resultado de
varios fatores, como a combinacdo hormonal ou até a adicdo de substratos e nutrientes, dessa
forma adicionou-se o quefirano no subcultivo dos calos de ipé-roxo. O quefir € uma suspensdo
de microrganismos simbiontes formados por um grande nimero de cepas de bactérias e de
leveduras, ambos encapsulados em uma matriz de polissacarideos secretados pelas primeiras,
esse exopolissacaridio é denominado quefirano ou KFG (fator de crescimento de quefir). O
presente estudo teve por objetivo avaliar a acdo da aplicacdo exdgena de quefirano sobre a
viabilidade celular e o sistema antioxidante enzimatico de calos de Ipé Roxo. Segmentos
caulinares internodais foram inoculados em meio MS contendo 1,0 uM do regulador 2,4D, 6 g/l
de agar e 30 g/l de sacarose e 10 mg L™ de &cido citrico. Apds 60 dias de cultivo os calos foram
subcultivados na presenca de Quefirano em suspensdo no meio de cultura em diferentes
concentragBes (Controle: 0; T1: 50; T2: 100 e T3: 200 mg L™%). O grupo controle foi
subcultivado nas mesmas condic6es da inducdo dos calos. Foi analisada a viabilidade dos calos
bem como a atividade das enzimas do sistema antioxidante. Os resultados obtidos mostraram
que a viabilidade celular dos calos foi maior no cultivo de 35 dias, assim como o potencial
embriogénico. Na andlise citoquimica, o método de dupla coloracdo se mostrou eficiente, sendo
que o corante Carmim acético reagiu mais intensamente com os tratamentos T2 e T3, nos calos
da primeira coleta com 35 dias de cultivo. Em relacdo a atividade enzimatica houve um
aumento de atividade da superdxido desmutase (SOD) e da ascorbato peroxidase (APX) em
consonancia com as maiores concentragdes de quefirano em calos com 70 dias, isso evidencia a
ativacdo de respostas de defesa na planta e podem ser considerados marcadores bioldgicos para

investigar a eficiéncia de elicitores como o quefirano.

Palavras Chave: Plantas lenhosas, Polissacarideos, calogénese, quefir.



ABSTRACT

Handroanthus impetiginosus, popularly known as Ipé-purple is native to South America,
occurring in Brazil from the Amazon to Rio Grande do Sul. This plant presents considerable
medicinal and logging potential, being the target of extractive processes. Thus, tissue culture of
plants constitutes an interesting biotechnological tool for the study and conservation of this
species. Biotechnology strategies have broad potential for breeding and conservation of native
species. Among these alternatives is tissue culture, especially somatic embryogenesis. The
formation of embryogenic calli may be the result of several factors, such as the hormonal
combination or until the addition of substrates and nutrients, in this way the kefiran was added
in the subculture of the calli-purple calli. kefir is a suspension of symbiotic microorganisms
formed by a large number of strains of bacteria and yeasts, both encapsulated in a matrix of
polysaccharides secreted by the former, this exopolysaccharide is termed kefiran or KFG (Kefir
growth factor). The present study had as objective to evaluate the action of the exogenous
application of quefirano on the cell viability and the antioxidant enzymatic system of calluses
of Ipé Roxo. Internodal stem segments were inoculated in MS medium containing 1.0 uM of
the 2,4 D regulator, 6 g / | agar and 30 g / | sucrose and 10 mg L-1 citric acid. After 60 days of
culture the calli were subcultured in the presence of Quefirano in suspension in the culture
medium at different concentrations (Control: 0, T1: 50, T2: 100 and T3: 200 mg / L). The
control group was subcultured under the same conditions of callus induction. The viability of
the callus as well as the activity of the enzymes of the antioxidant system were analyzed. The
results showed that the cellular viability of the calli was greater in the 35 day culture, as well as
the embryogenic potential. In the cytochemical analysis, the double staining method was
efficient, and the acetic Carmine dye reacted more intensely with the treatments T2 and T3, in
the calluses of the first collection with 35 days of culture. In relation to the enzymatic activity,
there was an increase in the activity of superoxide desmutase (SOD) and ascorbate peroxidase
(APX) in consonance with the higher concentrations of chyphir in calluses with 70 days, this
evidences the activation of defense responses in the plant and can be considered biotic markers

to investigate the efficiency of elicitors such as quefirano.

Keywords: Woody plants, Polysaccharides, calogenesis, kefir.
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1 INTRODUCAO

Handroanthus impetiginosus, popularmente conhecida como Ipé-roxo é nativa da
América do sul, ocorrendo no Brasil desde 0 Amazonas até o Rio Grande do Sul. Essa planta
apresenta consideravel potencial medicinal, madeireiro e paisagistico. Por essa razdo, tem sido
alvo de processos extrativistas.

O desenvolvimento de metodologias de propagacao vegetativa tem sido apontado como
alternativa para produgdo de mudas de Ipé roxo, pela possibilidade de multiplicar fragmentos
vegetais e se obter milhares de mudas geneticamente iguais a planta mée e uniformizacéo dos
plantios. Teoricamente, quando um segmento de tecido vegetal assepticamente cultivado é
transferido para um meio de cultura apropriado e mantido em condicdes adequadas, algumas
células se dividem e apés intensa proliferacdo ddo origem a uma massa ndo diferenciada de
células. A formacdo dessa massa, denominada calo, é uma etapa bésica para o desenvolvimento
de sistemas de propagacao massiva de plantas por organogénese ou embriogénese somatica.

O presente estudo analisou o efeito do Quefirano, um bioproduto carboidratado
secretado por algumas bactérias presentes nos graos de quefir e que permite o encapsulamento
de suas cepas microbianas em uma matriz de polissacarideos. Os graos de quefir sdo massas
gelatinosas medindo de 3 a 35 mm de diametro, possuem uma aparéncia semelhante a couve-
flor, apresentando forma irregular e coloracdo amarelada ou esbranquicada. Nesta estrutura,
existe uma associacdo simbiotica de leveduras, bactérias acido-laticas, bactérias acido-acéticas,
entre outros microrganismos, envoltas por uma matriz de polissacarideos referidos como
quefirano (OTLES e CAGINDI, 2003; IRGOYEN et al., 2005; WESCHENFELDER et al.,
2009).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ipé-Roxo (Handroanthus impetiginosus) e sua importancia

Handroanthus impetiginosus, conhecida vulgarmente como ipé-roxo, ipé-rosa-de-
folha-larga, ipé- rosado, ipé-roxo-da-casca-lisa, ipelna, ipé-de-minas e pau-d“arco é uma
espécie caducifolia, da familia Bignoniaceae, podendo atingir até 15 m de altura e 30 cm de
didmetro na altura do peito (DAP). Suas folhas sdo compostas, folioladas, foliolos coridceos,
pubescentes em ambas as faces e levemente serreadas até o &pice (CARVALHO, 1994).

A espécie apresenta habitat caracteristico de Floresta estacional semidecidual e
decidual, sendo frequente no cerraddo, cerrado, caatinga e mata seca (CARVALHO, 1994),
com ocorréncia desde o Piaui e Ceara, até Minas Gerais, Goias e Séo Paulo (LORENZI, 2002).
E classificada como secundaria tardia a climax (CARVALHO, 1994) e muito utilizada para
recuperacdo de é&reas degradadas (LORENZI, 2002). O tronco é reto, cilindrico e,
eventualmente, tortuoso. A casca externa € grisacea, levemente aspera, com sulcos
longitudinais pouco profundos e fissuras horizontais curtas e irregulares, desprendendo-se em
escamas retangulares e grossas. A casca interna é fibrosa, marrom- clara e levemente rosada.
As folhas sdo opostas digitadas, apresentando peciolo de até 11 cm de comprimento,
geralmente com cinco foliolos, com margem inteira ou levemente serreada. Os foliolos
apresentam mechas de pélos na axila da nervura principal com as secundérias. As flores sdo
grandes, rosadas a lilas, tubulares, vistosas, reunidas em panicula terminal. O fruto é siliquo
cilindrico estreito, deiscente, com numerosas sementes. As sementes sdo cordiformes,
apresentam superficie lisa lustrosa de cor marrom-clara, com presenca de asa membranacea nas
duas extremidades de cor marrom clara transparente de até 3 cm de comprimento, sendo sua
dispersdo anemocérica (REITZ et al., 1988 e CARVALHO, 1994).

Uma das caracteristicas silviculturais dessa espécie é o fato de ser heliofila, porém
tolera sombreamento moderado na fase jovem, podendo ser plantada a pleno sol,
principalmente nos solos férteis, em plantios mistos associada com espécies pioneiras, e em
enriquecimento de capoeiras ou capoeirfes ao ser plantado em linhas ou faixas. Além disso,
apresenta desrama natural satisfatoria, quando plantada em adensamento, mas na maioria dos
casos necessita de poda, apresentando uma boa cicatrizagéo.

A partir de uma perspectiva etnoboténica, verifica-se uma importante tradicdo na
aplicagdo medicinal do Ipé-roxo na América do Sul. Uma das propriedades bioldgicas dessa

planta ¢ a atividade antitumoral. A espécie Handroanthus impetiginosus tem mostrado
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atividades contra diferentes tumores, tais como, cancer de prostata (LI et al., 1995) e tumor
mamario humano (WUERZBERGER et al., 1998). Do ponto de vista paisagistico e
silvicultural, o ipé roxo é valorizado por sua madeira de qualidade usada para diversos fins, tais
como para confeccdo de moveis, portais, postes, tacos, na construgdo civil como vigas e na
construcao naval.

Essas aplicacOes tornaram essa espécie alvo de exploracdo para fins medicinais e

madeireiros tornando-a ameacada de extin¢do (SCHULZE et al., 2008).
2.2 Culturas de tecidos e inducéo de calos

A cultura de tecidos consiste no cultivo in vitro de células, tecidos ou érgdos vegetais
em condicdes controladas (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). Essa técnica tem sido
considerada uma metodologia quase indispensavel no que se refere a propagacgdo de espécies de
interesse agricola, farmacéutico, paisagistico e silvicultural. Dessa forma, considera-se que para
0 sucesso do cultivo in vitro sdo necessarios conhecimentos de biologia vegetal no que tange
aos aspectos anatémicos, fisioldgicos, bioquimicos e genéticos (KERBAUY, 1997;
ALMEIDA, 2012).

O cultivo in vitro de plantas é baseado na totipotencialidade das células vegetais (VOGEL
2005), o que permite que a célula sofra desdiferenciacdo, ou seja, perca as caracteristicas
diferenciadas e reinicie a divisao celular quando removidas da planta e colocadas em meio de
cultura especifico. Por meio dessa técnica € possivel a preservacdo de germoplasma, producédo
de metabdlitos secundarios, hibridacdo e obtencdo de plantas livres de viroses. Desde o
principio, experimentos com a utilizagdo dos mais variados tipos de explantes e distintas
alteracBes nos meios de cultura para utilizacdo in vitro tém sido testadas na tentativa de
desvendar os complexos processos moleculares, fisioldgicos e bioquimicos que determinam a
competéncia morfogénica em células vegetais (MORDHORST et al., 1997).

O processo de formacéo de calo, também conhecido como calogénese, é uma das etapas
para o desenvolvimento de sistemas de propagacdo vegetativa em massa. Teoricamente, quando
um segmento de tecido vegetal é transferido para um meio de cultura apropriado e mantido em
condicdes adequadas, algumas células se desdiferenciam e apds intensa proliferacdo dao
origem a uma massa de células. A partir dessa massa de células é possivel estabelecer sistemas
de propagacdo massiva de plantas por organogénese ou embriogénese somatica indireta. Em
tese, calogénese é uma cultura de massa celular, com crescimento desordenado e certo grau de
diferenciacdo (TORRES et al., 2000).
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As células dos calos também podem ser Gteis quando se deseja realizar manipulacdes
geneticas, como poliploidizacOes, transformacdes ou hibridizacbes, bem como obtencdo de
metabolitos secundarios (VENTURIERI; VENTURIERI, 2004).

O desenvolvimento de metodologias de propagacdo vegetativa em cultura de tecidos
tem sido apontado como alternativa potencial para producéo de mudas de espécies nativas, pela
possibilidade de multiplicar fragmentos vegetais e se obter milhares de mudas geneticamente
iguais a planta mae e padronizacdo dos plantios (DE SOUZA REIS et al., 2008).

Calos se desenvolvem como resposta a uma lesdo quimica ou fisica a partir de
alteracfes no balan¢o hormonal (GEORGE, 1996). Para sua inducdo pode-se utilizar a injdria
fisica dos tecidos dos explantes ou, mais comumente, a suplementacdo do meio de cultura com
reguladores de crescimento. Estes agentes agem sobre a expressao génica, fazendo com que, a
partir de células de tecidos organizados, se forme uma massa desorganizada de células, cujo
crescimento € geralmente rapido e bastante irregular (DE SOUZA REIS et al., 2008). InUmeros
trabalhos vém sendo desenvolvidos envolvendo calogénese, tanto em estudos sobre a producao
de metabdlicos secundarios em plantas medicinais, como carqueja (Baccharia trimera Less
D.C.) (SILVA, 2001) e murici pequeno Bysonima intermédia A (. Juss.) (NOGUEIRA, 2003)
quanto com embriogénese somatica (PEREIRA 2005; SATISH et al., 2016; KHILWANI et al.,
2017).

2.3 Embriogénese somatica e suas aplicacoes

A embriogénese somatica consiste no processo de regeneracdo de plantas a partir do
cultivo in vitro, em que células somaticas ou haploides desenvolvem-se por meio de diferentes
estadios embriogénicos, formando estruturas semelhantes a embribes zigoticos, sem fusdo de
gametas (BISPO et al., 2007). Segundo Ammirato (1983), a embriogénese somatica é um
processo andlogo a embriogénese zigotica em que, uma unica célula ou um grupo de células
somaticas sdo precursores de embrides somaticos. Embrides somaticos podem se diferenciar
diretamente do explante, sem ocorréncia de uma fase de calo ou indiretamente apds a fase de
formacédo de calo (ARNOLD et al., 2002). A embriogénese somatica destaca-se entre 0s varios
sistemas de cultivo in vitro por ser eficiente na propagacao clonal de plantas férteis.

Diferentes modificacbes tém sido empregadas no meio de cultura para inducdo da
embriogénese somatica, pois esse processo € altamente dependente de sua composicéo,
principalmente, das fontes de carboidratos e reguladores vegetais. Dos componentes do meio de

cultura, os carboidratos, além de proporcionarem uma fonte de energia ao explante, séo
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fundamentais para inducéo da embriogénese somética e cultivo dos embriGes, sendo a sacarose
o carboidrato mais comumente utilizado (CASTRO et al., 2010).

Embora a embriogénese somaética seja apontada como uma metodologia segura de
propagacdo in vitro, existe uma possibilidade de variacdo somaclonal sendo demonstrada
(JAIN, 2001). As variagbes cromossdmicas numeéricas, tais como aneuploidias e poliploidias,
séo as alteracGes mais comuns e geralmente estdo associadas a idade da cultura e a estresse por
reguladores de crescimento ou a ambos (CASSELS & CURRY, 2001).

Além das caracteristicas morfoldgicas, as células embriogénicas reagem intensamente
ao corante carmim acético. Em estudos citoquimicos, o carmim acético é usado para detectar
glicoproteinas, cromatina e DNA (GRUPTA E DURZAN, 1987), macromoléculas encontradas
nas células embriogénicas. Dessa forma, avaliacGes citoquimicas sdo Uteis para caracterizar a
ontogenia dos embrides, verificar a origem dos mesmos e as possiveis causas da auséncia de

converséo de embrides em plantulas.
2.4 Quefir e seus efeitos biologicos

O quefir é uma suspensdo de microrganismos simbiontes formados por um grande
namero de cepas de bactérias (predominantemente acido-lacticas - BAL) e de leveduras, ambos
encapsulados em uma matriz de polissacarideos secretados pelas primeiras. Historicamente, o
quefir é originario das montanhas do Caucaso, havendo citacGes misticas de que seria "um
presente do profeta Maomé ao seu povo, para a cura de todos os males”. Em eslavo, “Kephir”
significa "bem-estar" (DINIZ 2003).

O quefir produz uma bebida fermentada utilizada no ocidente por suas propriedades
organolépticas e uso tradicional na medicina popular. Seu produto fermentado resulta em uma
solucdo acida contendo compostos aromaticos, gas carbodnico e etanol. Macroscopicamente 0
quefir se apresenta em grdos gelatinosos, medindo de 3 a 20 mm de tamanho e com
propriedades organolépticas definidas para cada combinagdo microbiolégica (DINIZ 2003).

Nos grdos de quefir é encontrada uma diversidade microbiol6gica elevada, que inclui
espécies de leveduras, bactérias do acido latico, bactérias do acido acético e fungos. A
composicdo da populacdo pode diferir, dependendo da origem dos grédos ou dos diferentes
métodos de cultivo. Alguns microrganismos estdo sempre presentes no simbiotico, mas outros
nem sempre sdo encontrados, dependendo do método de cultura e substrato utilizado. Em
culturas lacteas encontra-se um polissacarideo conhecido como quefirano, ou como fator de

crescimento de quefir - KGF, que constitui um bioproduto carboidratado secretado por algumas
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bactérias presentes nos grdos de quefir e que permite o encapsulamento de suas cepas
microbianas em uma matriz de polissacarideos. E um exopolissacaridio parcialmente soluvel
em 4agua, composto de unidades repetitivas de monossacarideos (galactose e glicose)
(MICHELI et al. 1999).

Dornelles (2006) estudando o processo fermentativo usando grdos de quefir e caldo de
cana-de-agcUcar como substrato, obteve resultados que indicam a viabilidade do uso dos
mesmos, na producdo de etanol. No que diz respeito ao controle de doencas de plantas,
Mesquini et al. (2007) constataram o potencial de grdos de quefir autoclavados
sequencialmente, em induzir a producéo de fitoalexinas em soja e de inibir a germinagéo de
urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi. Igualmente, Campos (2008) demonstrou o efeito
positivo do tratamento de frutos de morango com grdos de quefir na manutencdo de

caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas na conservacao em pos-colheita dos frutos.

Figura 1: Graos de quefir “in natura” antes do processo de obtengdo do polissacarideo
(quefirano).

Nesse sentido, o quefir pode ser estudado como um potencial elicitor para a propagacéo
vegetativa. O elicitor pode ser uma molécula presente em um organismo que tém como funcao
gerar respostas de defesa. Estes podem ser moléculas de fungos, bactérias e virus (ANDREU et
al., 1998). Alguns estudos comprovam a inducdo de respostas de defesa em plantas por
elicitores. Plantas de pepino inoculadas com Colletotrichum lagenarium tiveram acimulo de
compostos fendlicos (STEIN et al., 1993). Em plantas de maracuja houve a reducdo do nimero
de lesbes locais e infeccdo sistémica causadas por Xanthomonas campestris pv. passiflora
quando tratadas com S. cerevisiae (PASCHOLATI, 1998).
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2.5 Enzimas do Sistema Antioxidante

As enzimas e os metabdlitos do sistema antioxidativo sdo bastante sensiveis as
condigdes de estresse abiotico servindo como sinalizadoras do estresse.

A superoxido dismutase (SOD) é uma das primeiras enzimas com atividade
antioxidante a ser ativada e € responsavel por transformar o superoxido, que € uma especie
ativa de oxigénio, em peroxido de hidrogénio (H20.). Apos essa catélise, o perdxido de
hidrogénio é transformado em agua e hidrogénio pelas enzimas catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPX) (GILL e TUTEJA, 2010; JEBARA et al.,
2005). Em plantas, a enzima catalase é encontrada, majoritariamente, nos peroxissomos, onde
atua na remocéo do H.O> formado durante a fotorrespiracdo (Bowler et al., 1992). Essa enzima
apresenta baixa atividade no citossol, na mitocéndria e nos cloroplastos (Mizuno et al., 1998).
A APX catalisa a oxidacgdo do ascorbato em monodesidroascorbato (MDHA), apresentando alta
especificidade por ascorbato como substrato redutor e potencializam a reducdo de H20, em
agua (Jimenez et al., 2002). Ja a enzima guaiacol peroxidase, como apresentado, por Foyer &
Noctor (1998), participa da eliminag8o direta do H202, sendo sua agdo no citossol, vacuolo e
parede celular.
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3 JUSTIFICATIVA

A espécie Handroanthus impetiginosus tem despertado crescente interesse tanto pelo
setor de pesquisa quanto industrial pela demanda por sua madeira, seu rapido crescimento e a
caréncia tecnoldgica sobre a sua cultura. Contudo, pesquisadores ainda consideram o Ipé-Roxo
uma planta semi-domesticada. Com a crescente compreensdo da funcéo ecologica das florestas
para a sustentabilidade da vida no planeta e as possiveis consequéncias decorrentes da
exploracdo indiscriminada, florestamentos e reflorestamentos encontram-se nas agendas de
diversas nagdes. Neste contexto, encontram-se as técnicas de cultura de tecidos vegetais, as
quais oferecem potencial para a rapida multiplicacdo de linhagens elite em larga escala. Em
arvores, estas tecnologias sdo essenciais frente aos longos periodos necessarios a multiplicacao
e a maturacdo das plantas. O uso da Quefirano se justifica por ter propriedades organolépticas e
existir indicios na literatura de que esse conjunto de polissacarideos auxilia na manutencao de
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas para a conservacdo e desenvolvimento de

células vegetais.

4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar a acdo da aplicacdo exdgena de Quefirano

sobre a viabilidade celular e o sistema antioxidante enzimatico de calos de Ipé Roxo.

4.2 Obijetivos especificos

Obtencéo do quefirano.
Avaliar do potencial embriogénico dos calos de ipé-roxo.
Avaliar a viabilidade celular dos calos de ipé-roxo.

Verificar a atividade das enzimas do sistema antioxidante: APX, Catalase, GPX e SOD.

YV V V VYV V

Analisar o potencial embriogénico dos calos de ipé-roxo.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Material Vegetal e estabelecimento de plantas

Sementes de Ipé-roxo foram coletadas na regido de Alfenas-MG e armazenadas a
temperatura ambiente em local livre de umidade. No momento do uso, as sementes foram
desinfestadas com etanol 70°GL por 1 minuto e hipoclorito de sédio por 5 minutos seguido de
triplice lavagem em &gua destilada e autoclavada. As sementes foram inoculadas em meio
WPM (LOYD; MCCOWN, 1980) para estabelecimento de plantas matrizes in vitro. Os tubos
foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 12 horas e

irradiancia de 36 umol. m?2. s%.

5.2 Isolamento do polissacarideo (quefirano)

O isolamento da fracdo rica em carboidrato do quefir cultivado em meio aquoso foi
feito de acordo com metodologia proposta por Micheli et al. (1999), com algumas alteracdes,
depois de obtido o crescimento exponencial das culturas entre 7 e 15 dias. Os gréos de quefir
foram colocados em um béquer contendo agua destilada fervente, na proporcéo de 1:4, mantido
em agitacdo e fervura durante 1 h. Apds esse periodo, a mistura foi resfriada e centrifugada a
12000 g por 20 min. O precipitado foi entdo descartado, misturando-se o sobrenadante em igual
volume de etanol 93% gelado. Apo6s esse tratamento, o produto foi mantido sob 4°C por 15 h
(overnight), sucedendo-se a centrifugacdo por 20 min a 12000 g. Ap6s a centrifugacdo
descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi colocado em estufa a temperatura de 50 °C por
24 h.

5.3 Inducgéo dos calos

Segmentos internodais de 1 cm provenientes das plantas matrizes foram inoculados em
tubos contendo 20 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L-
! de sacarose, 10 mg L™ de 4cido citrico, 6 g L™ de 4gar e 1 umol/L de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4 D). Os tubos foram mantidos em sala de crescimento, com

temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 12 horas e irradidncia de 36 umol m2 s,
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5.4 Subcultivo dos calos na presenca do Quefir

Apbs 75 dias de cultivo em sala de crescimento os calos foram subcultivados na
presenca de quefirano nas diferentes concentrages (T1: 50 mg L; T2: 100 mg L™ e T3: 200
mg L) em frascos contendo 40 ml de meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose, 6 g L
! de Agar e 1 umol/L de 4cido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 D). O grupo controle foi
subcultivado nas mesmas condi¢fes da indugdo dos calos. O quefirano foi adicionado, em
suspenséo, ao meio de cultura MS antes da autoclavagem. Os frascos foram mantidos em sala
de crescimento, com temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de 36 pmol

m?s?,
5.5 Determinacéo da viabilidade celular
5.5.1 Método citoquimico

Amostras dos calos (50 mg) foram coletadas e espalhadas em laminas de vidro com
uma leve maceracdo. Em seguida, as laminas foram adicionadas trés gotas do corante Azul de
Evans 0,1%, o qual permaneceu em reacdo por trés minutos. Apds esse periodo, foi retirado o
excesso de corante e adicionado trés gotas de Carmim acético 2%, o qual permaneceu em
reacdo pelo mesmo tempo (VALENTE 2007). Por fim o excesso de corante foi retirado, a
massa celular distribuida sobre a superficie da lamina e analisadas em microscopio éptico com
camera digital acoplada na objetiva de 5x, zoom operation, resolucdo de 1.6x e flash ausente.
Registraram-se cinco campos distintos de melhor resolucdo em cada lamina e as imagens
digitalizadas foram avaliadas através da porcentagem de area corada medida através de
software AxioVision SE64 Rel.4.8. A calibragem foi feita por meio da digitalizacdo de lamina
micrometrada fornecida pelo fabricante do equipamento utilizado no mesmo aumento das

fotografias de acordo com Pereira et al. (2008).

5.5.2 Reducdo do cloreto de 2,3,5 Trifeniltetrazolio (TTC)

Amostras dos calos (50mg) foram incubadas por 15 horas a 30°C no escuro em tubos
falcon contento 5 ml de TTC 0,5% preparado em tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0.
Ap0s esse periodo as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante

descartado. Acrescentaram-se 3 ml de etanol 94% aos tubos e foram aquecidos a 80°C por 5
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min sob agitacdo suave. Centrifugou-se o material a 4000 rpm por 1 minuto e a absorbancia foi

medida a 487 nm em espectrofotdmetro de acordo com Verleysen et al. (2004).

5.5 Determinacédo da atividade das enzimas do sistema antioxidante

Amostras dos calos (300mg) com 35 e 70 dias de cultivo foram homogeneizadas em
quatro volumes de tampéo fosfato 50 mM pH 7,5 contendo 1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF e
5% de polivinilpirrolidona (PVPP) em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a
12000 g por 30 min e o sobrenadante usado para determinacdo da atividade enzimaética. O
conteudo de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976) usando Albumina Soro
Bovina como padréo e a atividade enzimética de acordo com Garcia Limones et al., (2002).

A atividade da superdéxido dismutase (SOD) foi determinada por sua capacidade de
inibir a reducdo fotoguimica do nitro blue tetrazolium. A mistura de reacdo foi formada por
tampéo fosfato 50 mM pH 7,8, 0,1 mM de EDTA, 13 mM de metionina, 75 uM de NBT, 2 uM
de riboflavina e diferentes volumes do extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada pela adicdo de
riboflavina e a absorbancia determinada ap6s 12 minutos de incubacdo a temperatura ambiente
sob luz continua. Uma unidade de SOD foi definida pela quantidade de enzima que inibe 50%
da taxa de reducdo do NBT.

A atividade do Guaiacol peroxidase (GPX) foi determinada através do
acompanhamento da mudanga de absorbancia a 470 nm causada pela redugdo do guaiacol (¢ =
26,6 mM* cm™). A mistura de reacio foi formada por tamp&o fosfato 100 mM pH 6.5, 15 mM
de Guaiacol, 0,05% (v/v) de H20: e diferentes concentra¢fes do extrato enzimatico.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo consumo de H>O> acompanhado
pela queda da absorbancia a 240 nm. A mistura de reacdo foi formada por tampdo fosfato 50
mM pH 7,0, 20 mM de H20: e diferentes volumes do extrato enzimatico. A reagdo foi iniciada
pela adi¢do do H20; (e = 36 mM™ cm™). Uma unidade de CAT foi definido pela quantidade de
enzima necessaria para decompor 1 umol min de H2O..

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela diminui¢do da
absorbancia do ascorbato (¢ = 2,8 mM™* cm™) a 290 nm. A mistura de reacdo foi formada por
tampdo fosfato 50 mM pH 7,0, ascorbato de sédio 0,25 mM, H.0, 5 mM e diferentes volumes
do extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada pela adicdo do H>O2. Uma unidade de APX foi
definida pela quantidade de enzima que oxida 1umol min de ascorbato.
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5.8 Analise estatistica

Os experimentos de cultura de tecidos foram plotados em delineamento inteiramente
casualizado com quinze repeti¢des por tratamento, sendo cada repeticdo formada por um frasco
contendo trés calos. O método citoquimico foi realizado com cinco calos distintos por
tratamento, sendo que de cada calo produziu-se uma repeticdo de trés laminas. A analise de
viabilidade por TTC foi realizada nos mesmos moldes experimentais da dupla coloracdo. A
atividade das enzimas do sistema antioxidante foi obtida a partir de 5 repeti¢cdes por tratamento,
em um total de 20. Os dados obtidos apds 35 e 70 dias de cultivo foram submetidos a anélise de
variancia e as médias comparadas pelo do teste de Tukey a 5% de significancia no software

Sisvar.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Viabilidade celular por reducédo de TTC

A andlise da viabilidade celular foi realizada em calos coletados ap6s 35 e 70 dias de
cultivo nas condigdes pré-determinadas em diferentes concentragdes de quefirano e no grupo
controle. Os resultados estdo apresentados na figura 2, onde os dados sdo comparados entre 0s
tratamentos em cada coleta e em relacdo ao tempo de cultivo dos calos.

0.7

135 dias

0.6 I 70 dias

0.5

0.4- ac
0.3-
0.2- b
0.1- .

0.0 : ;

Controle T1 T T3

Viabilidade celular (Abs 49()
t]

Figura 2: Viabilidade celular por reducgéo de 2, 3,4 Trifeniltetrazolio nas coletas com 35 e 70
dias de subcultivo. Letras iguais indicam que os dados ndo diferem entre si de acordo como o
teste de Tukey a 5% de significancia. (A: controle; B: 50 mg L; C: 100 mg L e D: 200 mg
LY.
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Aos 35 dias de cultivo, houve diferenca significativa entre os tratamentos. A viabilidade
celular foi maior em T1 e T2 (50 mg L™ e 100 mg L) em relagcio ao grupo controle. Ja o T3
foi estatisticamente igual aos outros tratamentos e o controle aos 35 dias. Contrariamente, apds
70 dias de cultivo, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e nem em relacdo ao
grupo controle (Figura 2). Na comparagdo entre as duas coletas, é perceptivel uma queda
significativa da viabilidade celular nos calos com 70 dias em relacdo aos de 35 dias. Isso
corrobora com a hipdtese de que quanto maior o tempo de cultivo, maior o desgaste das células
e menor o potencial nutritivo do meio de cultura e do regulador de crescimento empregado (2,4
D).

O teste de tetrazdlio baseia-se na atividade de enzimas desidrogenases (MOORE, 1973),
que catalizam as reacGes respiratorias nas mitocondrias, durante a glicélise e o ciclo de Krebs.
Estas enzimas reduzem o TTC nos tecidos vivos. Quando os calos sdo imersos na solucéo
incolor de TTC, este é difundido através dos tecidos, acontecendo nas células vivas 0 processo
de reducdo que origina um composto vermelho, estavel, conhecido por trifenilformazan
(FRANCA NETO et al., 1998; VERLEYSEN et al., 2004).

A utilizacdo do teste de TTC como medida de viabilidade tem sido reportada por varios
autores. Mikula et al. (2006) aplicaram o teste de TTC para analisar a viabilidade de células
embriogénicas criopreservadas de varias espécies vegetais. Lyngved et al. (2008) em estudo
com massas pro-embriogénicas também fizeram o uso de TTC. Munhoz et al. (2008) testaram
diversos corantes para viabilidade polinica de Cariaca papaya e concluiu que o TTC foi 0
Unico método que obteve resultados semelhantes a estimativa da viabilidade polinica em

experimentos in vitro.

6.2 Metodo citoquimico por dupla coloracao

Os calos embriogénicos sdo compostos, em grande parte, por células meristematicas
com dimensdes pequenas e citoplasma denso (STEINER et al., 2005; GEORGE et al., 2008).
Segundo Steiner et al. (2005), a utilizacdo dos corantes Carmim acético e Azul de evans
possibilita a diferenciacdo de culturas celulares embriogénicas. Foi observado que o corante
carmim acético reagiu mais intensamente com os tratamentos T2 (100 mg Lt de quefirano) e

T3 (200 mg L™ de quefirano), nos calos da primeira coleta com 35 dias de cultivo (figura3).



22

De acordo com Steiner et al. (2005), células com potencial embriogénico sdo coradas
em vermelho pelo Carmim acético e células ndo-embriogénicas sdo coradas pelo Azul de evans.
Os dados nos mostram que os tratamentos com maiores quantidades de quefirano presente no
meio de cultura apresentaram um maior potencial embriogénico em relacdo ao controle e ao T1
(50 mg L* de quefirano). Santos (2010) também observou em seus estudos com pinh&o-manso
(Jatropha curcas L.), o potencial embriogénico em calos cultivados em meio MS com 1 mg L™

de 2,4-D através do método de dupla coloracdo Carmim acético/Azul de evans.
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Figura 3: Porcentagem das &reas coradas com carmim acético e Azul de evans em calos de Ipé
roxo. A: calos com 35 dias de subcultivo; B: calos com 70 dias de subcultivo. Letras iguais
indicam que os dados ndo diferem entre si de acordo como o teste de Tukey a 5% de
significancia. (A: controle; B: 50 mg L; C: 100 mg L™ e D: 200 mg L1).

Em relacdo a segunda coleta, com calos de 70 dias de subcultivo, ndo houve uma
diferenca significativa entre os tratamentos se comparados quanto aos dois tipos de corantes.
Esses dados corroboram com a avaliacdo de viabilidade dos calos pelo método de TTC, que
apresentou uma queda em todos os tratamentos nos calos da segunda coleta.

De acordo com Smertenko et al. (2003), a diminui¢cdo dos niveis do regulador de
crescimento (2,4 D) pode conduzir ao inicio de um processo de degradacdo das massas pro-
embriogénicas. Isso corrobora com um padrdo de menor viabilidade, segundo a reducgdo por
TTC, e de potencial embriogénico dos calos com maior tempo de subcultivo (70 dias).

Nas figuras 4 e 5 pode-se observar o padrdo de coloracdo entre as células dos calos

subcultivados com 35 e 70 dias, respectivamente nos diferentes tratamentos testados.
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Figura 4: comparacdo entre os tratamentos de quefirano e grupo controle em calos com 35 dias
de subcultivo, fotografados com uso de microscopio de luz com cdmera acoplada em objetiva
de 5x e zoom operation e avaliado através do método de dupla coloracdo. (A: controle; B: 50
mg L% C: 100 mg Lt e D: 200 mg L?).

Na figura 5 é possivel comparar os calos subcultivados com 70 dias entre os tratamentos
testados, permitindo visualizar massas celulares menos embriogénicas em relagcdo a primeira
coleta com 35 dias. Além disso, ndo houve diferencas significativas de coloracdo entre 0s
tratamentos. O grupo controle e os demais tratamentos foram corados, em sua maioria, com

Azul de evans.

Figura 5: comparacéo entre os tratamentos de quefirano e grupo controle em calos com 70 dias

de subcultivo, fotografados com uso de microscopio de luz com cdmera acoplada em objetiva
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de 5x e zoom operation e avaliado através do método de dupla coloracdo. (A: controle; B: 50
mgL?; C:100mgL'eD:200mgL?).

6.3 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

As figuras 6, 7, 8 e 9 demonstram a atividade da ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT), superdxido desmutase (SOD) e guaiacol peroxidase (GPX) medidas através de

espectrofotdmetro em calos cultivados com 35 e 70 dias.

6.3.1 Atividade da ascorbato peroxidase (APX)
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Figura 6: Atividade da enzima APX em calos com 35 e 70 dias de cultivo. Letras iguais
indicam que os dados ndo diferem entre si de acordo como o teste de Tukey a 5% de

significancia.

Segundo os dados apresentados na figura 6 a atividade da ascorbato peroxidase (APX)
em calos com 35 dias de cultivo foi baixa em todos os tratamentos, sem diferencas estatisticas
entre os mesmos. Aos 70 dias de cultivo a atividade permaneceu baixa no grupo controle e nos
tratamentos com 50 e 100 mg L, sendo o tratamento 3 (200 mg L™?) o Gnico a sofrer um
aumento significativo. Dessa forma, infere-se que houve uma maior atividade da APX em calos
com 70 dias na presenca da maior concentragdo de quefirano (200 mg L).

De acordo com os dados da andlise de TTC e citoquimica, os calos com 70 dias
apresentaram menor viabilidade, o que pode ser explicado por Garcia 2012 em estudos sobre o

processo de envelhecimento celular vegetal, no qual ele relata 0 aumento na concentracgdo de
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espécies reativas de oxigénio (EROs) enddgena o que leva a uma série de mudancas
fisiolégicas causadas pelo estresse oxidativo. 1sso mostra que a maior concentracdo de
quefirano pode ter contribuido para manter as carateristicas fisico-quimicas das células e,
consequentemente, no aumento da atividade da ascorbato peroxidase. De acordo com Zhang e
Kirkham (1996), a capacidade de manutencdo da atividade da SOD, APX e CAT, sob
condicbes de estresses ambientais, € essencial para a manutencdo do equilibrio entre a

formacdo e a remogédo do H20. do ambiente intracelular.

6.3.2 Atividade da catalase (CAT)
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Figura 7: Atividade da enzima CATALASE em calos com 35 e 70 dias de cultivo. Letras
iguais indicam que os dados ndo diferem entre si de acordo como o teste de Tukey a 5% de

significancia.

A catalase, de modo geral, foi a enzima com menor atividade. O T2 (100 mg L) foi o
Unico tratamento com atividade significativa em calos cultivados com 35 dias, ja o controle e
T1 e T3 tiveram baixa atividade e ndo diferenciaram estatisticamente entre si. Com 70 dias 0s
calos ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos e atividade foi baixa.
Segundo Willekns et al. (1995), a auséncia de atividade da catalase em plantas as tornam mais
susceptiveis a uma variedade de estresses.

A grande maioria dos trabalhos que analisam a atividade de enzimas antioxidantes
(SOD, APX e CAT) relaciona a influéncia de estresses abioticos e bidticos em diferentes
culturas. Nesses casos, a menor atividade dessas enzimas remete a plantulas de baixa

viabilidade (Chauhan et al., 2011; Prodanovi¢ et al., 2012). Isto nos mostra que a redugdo da
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atividade da catalase no tratamento com 100 mg L em calos com 70 dias , pode ser
relacionada com a queda da viabilidade celular.

Segundo Cakmak e Horst (1991), a reducdo na atividade da CAT e o aumento nas
atividades das peroxidases indicam que, em plantas mais estressadas, o0 H-O> gerado é mais
consumido em processos oxidativos, como na peroxidacdo de lipidios, do que eliminado do

metabolismo.

6.3.3 Atividade da superoxido desmutase (SOD)
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Figura 8: Atividade da enzima superoxido desmutase (SOD) em calos com 35 e 70 dias de
cultivo. Letras iguais indicam que os dados ndo diferem entre si de acordo como o teste de

Tukey a 5% de significancia.

Em relacio aos dados da figura 8, nos tratamentos com 100 e 200 mg L (T2 e T3) de
quefirano houve maior atividade da superdxido desmutase em calos com 35 dias de cultivo,
sem diferencas significativas entre os mesmos. O grupo controle e o tratamento com 50 mg L
(T1) apresentaram menor atividade e também nao diferenciaram entre si estatisticamente.

Na comparacdo entre os cultivos de 35 e 70 dias, os ultimos apresentaram maior
atividade. Os tratamentos 2 e 3 (100 e 200 mg L) tiveram a maior atividade da SOD, se
distinguindo significativamente do grupo controle e T1 (50 mg L™?). Percebe-se que a maior
atividade da SOD esta relacionada com as maiores concentracdes de quefirano no meio de

cultura. Ganesan e Jayabalan (2004) também detectaram um aumento na atividade da
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superoxido dismutase e peroxidase nos calos de Gossypium hirsutum L., os quais produziram
maior quantidade de embrides somaticos. Isso pode ser explicado pelo maior potencial de
células embriogénicas em T2 e T3 (figura 2), alem da maior viabilidade celular desses

tratamentos em comparacgéo ao grupo controle (CARVALHO et al., 2009).

6.3.3 Atividade do guaiacol peroxidase (GPX)

1 35 dias
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Figura 9: Atividade da enzima guaiacol peroxidase (GPX) em calos com 35 e 70 dias de
cultivo. Letras iguais indicam que os dados ndo diferem entre si de acordo como o teste de

Tukey a 5% de significancia.

Os dados apresentados sugerem uma atividade mais intensa do guaiacol peroxidase
(GPX) nos tratamentos com 50 mg L™ (T1) em calos com 35 dias de cultivo. Ndo houve
diferencas estatisticas entre o grupo controle e os tratamentos 2 e 3.

Ja no cultivo com 70 dias a atividade foi maior em todos os tratamentos se comparado
aos calos de 35 dias, sendo que T1 e T2 (50 mg L e 100 mg L) demonstraram atividade mais
intensa e 0 grupo controle ndo apresentou diferencas estatisticas em relacdo aos tratamentos 3
(200 mg L1). O guaiacol peroxidase desempenha um papel no sentido de evitar maiores danos
as células com baixa viabilidade (FIGUEIREDO, 2013). Isso justifica 0 aumento da atividade
em calos com 70 dias de cultivo, que apresentaram menor Vviabilidade e potencial
embriogénico. Além disso, € perceptivel atividade maior da enzima na presenca do quefirano,
demonstrando que 0 mesmo auxiliou no mecanismo de defesa das células em situagOes de

estresse.
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7 CONCLUSOES

v

v

O presente estudo permite concluir que o quefirano teve influéncia no maior potencial
embriogénico das celulas e na viabilidade celular em calos de ipé roxo.

Conclui-se também que o cultivo de 35 dias obteve melhores resultados para a anélise
do potencial embriogénico e viabilidade das células dos calos.

O método de TTC e de dupla coloracdo foram eficazes para a analise de viabilidade
celular e potencial embriogénico das células, respectivamente.

O aumento na atividade de enzimas antioxidantes como a SOD na presenca de
quefirano evidencia a maior resposta de defesa da planta e, consequentemente, o
potencial elicitor do polissacarideo para a embriogénese.

O quefirano influenciou no aumento da atividade enzimética em calos de ipé roxo com

baixa viabilidade celular.
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