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RESUMO 

 

A espécie Handroanhus impetiginosus, popularmente conhecida como Ipê-roxo é nativa 

da América do Sul, ocorrendo no Brasil desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul. Essa 

planta apresenta considerável potencial medicinal e madeireiro. Por essa razão, tem sido 

alvo de processos extrativistas.Frente à essa situação, a cultura de tecidos de plantas 

constitui uma ferramenta biotecnológica interessante para o estudo e conservação dessa 

espécie. As poliaminas são encontradas em todos os organismos e estão envolvidas em 

diferentes processos biológicos tais como crescimento vegetativo, regulação e duplicação 

de DNA, transcrição, senescência foliar e resposta a estresses ambientais. Sendo assim, o 

objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da aplicação exógena de putrescina (PUT) 

sobre aspectos bioquímicos e acúmulo de poliaminas em calos de Handroanthus 

impetiginosus. Para isso, segmentos internodais foram utilizados para indução de calos 

utilizando 1 µmol/L de ácido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 D) e diferentes concentrações 

(1, 10, 50 e 500 µM) de PUT. Não houve diferença estatística na massa fresca após 35 

dias de cultivo, porém após 70 dias observou-se aumento na massa dos calos tratados com 

PUT. Ao final do cultivo, houve aumento da concentração de açúcares solúveis nos calos 

tratados com PUT, ao passo que aos 35 dias não houve diferença nos mesmos, mas houve 

acúmulo de amido, que possivelmente foi hidrolisado para formação dos açúcares 

solúveis. Para os aminoácidos totais houve diferença estatística apenas no tratamento com 

500 µM de PUT após 70 dias de cultivo. De maneira geral, aos 35 dias, PUT e espermina 

(SPM) foram as poliaminas mais abundantes nos calos. Já a espermidina (SPD) 

apresentou os menores níveis. A suplementação com PUT não causou uma significativa 

variação no conteúdo de poliaminas entre os tratamentos, sendo que apenas no tratamento 

com 1 µM de PUT houve aumento nos níveis de SPM em relação ao controle. Já aos 70 

dias de cultivo, não foi possível identificar nenhuma poliamina no controle. Nos 

tratamentos suplementados com 1, 10 e 50 µM de PUT a poliamina mais abundante 

novamente foi a SPM. A SPD não foi identificada em nenhum dos tratamentos. Pode se 

sugerir com bases nos resultados que a PUT aplicada de forma exógena no meio de cultura 

nos tratamentos tenha sido convertida em SPM, por isso detectou-se está em níveis 

abundantes nos tratamentos. 

 

Palavras chave: Ipê; Poliaminas; Aminoácidos. 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Handroanhus impetiginosus, popularly known as Ipê-purple is native to South America, 

occurring in Brazil from the Amazon to Rio Grande do Sul. This plant has considerable 

medicinal and wood potential. For this reason, it has been the target of extractive 

processes Faced with this situation, plant tissue culture constitutes an interesting 

biotechnological tool for the study and conservation of this species. Polyamines are found 

in all organisms and are involved in different biological processes such as vegetative 

growth, regulation and DNA duplication, transcription, foliar senescence and response to 

environmental stresses. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of 

exogenous application of putrescine (PUT) on biochemical aspects and accumulation of 

polyamines in callus of Handroanthus impetiginosus. For this, internodal segments were 

used for callus induction using 1 μmol / L of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D) and 

different concentrations (1, 10, 50 and 500 μM) of PUT. The content of free polyamines 

was evaluated by high performance liquid chromatography and the content of starch, total 

soluble sugars and total amino acids by spectrophotometry. There was no statistical 

difference in the fresh mass after 35 days of culture, but after 70 days an increase in the 

mass of callus treated with PUT was observed. This result is related to the sugar content. 

At the end of the cultivation, there was an increase in soluble sugars concentration in 

callus treated with PUT, whereas at 35 days there was no difference in them, but there 

was accumulation of starch, which was possibly hydrolyzed to form soluble sugars. For 

total amino acids, there was statistical difference only in the treatment with 500 μM PUT 

after 70 days of culture. In general, at 35 days, PUT and spermine (SPM) were the most 

abundant polyamines in calluses. Spermidine (SPD) had the lowest levels. The 

supplementation with PUT did not cause a significant variation in the polyamine content 

between the treatments, and only in the treatment with 1 μM PUT there was an increase 

in the PMS levels in relation to the control. The other polyamines were statistically equal 

to the control in all treatments. Already at 70 days of cultivation, it was not possible to 

identify any polyamine in the control. In the treatments supplemented with 1, 10 and 50 

μM PUT the most abundant polyamine again was SPM. SPD was not identified in any of 

the treatments. It can be suggested based on the results that the PUT applied exogenously 

in the culture medium in the treatments has been converted into SPM, so it has been found 

to be in abundant levels in the treatments. 

Keywords: Ipê; Polyamines; Amino acids. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 Ipê-Roxo: Aspectos gerais e ocorrência 

 

 

A espécie Handroanhus impetiginosus (Mart. ex DC), pertence à família 

Bignoniaceae e é  conhecida como ipê-roxo, ipê-rosado, ipê-roxo da casca lisa, ipeúna, 

ipê de minas e pau-d’arco. Há relatos de 36 gêneros desta família utilizados na medicina 

popular (GENTRY, 1992). É nativa da América do Sul, ocorrendo no Brasil desde o 

Amazonas até o Rio Grande do Sul. Pode ser encontrada também na Colômbia, Equador, 

Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Venezuela, Bolívia e Argentina (CASTELLANOS et 

al., 2009). Essa espécie é uma árvore caducifólia, comumente atinge de 10 a 35 m de 

altura e 30 a 40 cm de diâmetro. O tronco é reto, cilíndrico e, frequentemente, tortuoso. 

A casca externa é grisácea, levemente áspera, 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 são opostas digitadas, apresentando pecíolo de até 11 cm de 

comprimento, geralmente com cinco folíolos, com margem inteira ou levemente serreada. 

Os folíolos apresentam mechas de pêlos na axila da nervura principal com as secundárias. 

As flores são grandes, rosadas a lilás, tubulares, vistosas, reunidas em panícula terminal. 

O fruto é silíquo cilíndrico estreito, deiscente, com numerosas sementes. As sementes são 

cordiformes, tendendo à oblonga plana, apresentam superfície lisa lustrosa de cor 

marrom-clara, com presença de ala membranácea nas duas extremidades de cor marrom 

clara transparente de até 3 cm de comprimento, sendo sua dispersão anemocórica (REITZ 

et al., 1988; CARVALHO, 1994).  

A espécie apresenta habitat característico de Floresta Estacional Semidecidual e 

Decidual, sendo frequente no cerradão, cerrado, caatinga e mata seca, com ocorrência 

desde o Piauí e Ceará, até Minas Gerais, Goiás e São Paulo. É classificada como 

secundária tardia a clímax e muito utilizada para recuperação de áreas degradadas 

(LORENZI, 1992; CARVALHO, 1994;). 

Apresenta uma madeira de excelente qualidade, maleável, resistente, com massa 

específica aparente de 0,92 a 1,08 g/cm3 a 15% de umidade, massa específica básica de 

0,79 g/cm3, cerne de coloração marrom e alburno pardo-acastanhado, sendo considerada 
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de lei ou de qualidade e utilizada para várias finalidades nobres, móveis e aberturas. A 

madeira do ipê-roxo é dura, pesada e resistente, podendo ser utilizada em obras externas, 

vigas e assoalhos. (LORENZI, 1992; PAULA; ALVES, 1997). Isso torna essa madeira 

valorizada no mercado internacional sendo exportada principalmente para América do 

Norte onde é empregada na construção de passarelas, calçadões e móveis domésticos 

(SCHULZE et al., 2008). Essa espécie foi considerada em risco de extinção já nos anos 

90 (SIQUEIRA; NOGUEIRA, 1992) estando na relação das espécies para conservação 

ex situ no Instituto Florestal de São Paulo. Ainda, em meados dos anos 2000 foi verificada 

drástica diminuição de populações naturais de Ipê-roxo na Floresta Amazônica sem 

perspectiva de recuperação por um longo período (SCHULZE et al., 2008). Como a 

propagação da espécie é feita por meio das sementes, encontram-se na literatura trabalhos 

que avaliaram o padrão de germinação e conservação das sementes (OLIVEIRA et al., 

2005; MARTINS et al., 2009). Contudo, pouco se sabe sobre o crescimento específico e 

a taxa de mortalidade de populações naturais, bem como o tempo necessário ou diâmetro 

do caule para que a espécie inicie a frutificação (SCHULZE et al., 2008). 

 

1.2 Ipê-Roxo: Aplicações farmacológicas 

 

 

A partir de uma perspectiva etnobotânica, verifica-se historicamente uma longa 

tradição na aplicação medicinal do Ipê-roxo na América do Sul. A Handroanhus 

impetiginosus tem sido usada por nativos americanos, habitantes do Brasil, norte da 

Argentina, Paraguai, Bolívia e Peru desde a antiguidade, inclusive com indicações de uso 

pela população Inca (PÉREZ SACAU et al., 2003; CASTELLANOS; HEINRICH, 2009) 

contra doenças como câncer, sífilis, malária, febres, tripanossomíases, infecções 

bacterianas,fúngicas e desordens estomacais (GONÇALVES et al., 1980; SUFFNES; 

DOUROS, 1980; ANESISNI; PÉREZ, 1993; GUIRAUD et al., 1994; TYLER, 1999; 

MANS et al., 2000; PORTILLO et al., 2001; DOS SANTOS et al., 2004; CRAGG; 

NEWMAN, 2005). 

Em sua revisão, Castellanos et al., (2009) reportam o de uso médico do Ipê-Roxo 

em 1873, sendo que tradicionalmente, a preparação medicinal do ipê consiste na decocção 

da casca ou do cerne do caule. Foi somente a partir da década de 1960 que apareceram os 

primeiros relatos na imprensa sobre as propriedades “miraculosas” dessa planta e 

iniciaram-se os estudos farmacológicos e para obtenção de compostos bioativos.  
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Uma das propriedades biológicas dessa planta é atividade antitumoral. A espécie 

Handroanthus impetiginosus tem mostrado atividades contra diferentes tumores, tais 

como, câncer de próstata (LI et al., 1995), leucemia promielocítica (BOOTHMAN et al., 

1987), tumor mamário humano (WUERZBERGER et al., 1998) e osteosarcoma 

(SIMAMURA et al., 2003). Mais recentemente Melo et al., (2011) fizeram um 

levantamento das plantas usadas com agentes antitumorais e que tenham sido alvo de 

pesquisas no campo da etnobotânica no Brasil. Entre as 84 espécies estudadas, 

Handroanthus impetiginosus foi a segunda mais citada na literatura etnofarmacológica 

e/ou para a prevenção de tumores. Além da atividade antitumoral, essa planta tem 

demonstrado outras aplicações farmacológicas tais como, antibacteriano (Park et al., 2005 

e 2006), inibidor da agregação plaquetária (SON et al., 2006) e redutor do acúmulo pós 

prandial de triglicerídeos (KIAGE-MOKUA et al., 2012). 

Diversos compostos são encontrados nessa planta, em particular em extratos 

metanólicos (PARK et al., 2004), entre os quais flavonoides (BLATT et al., 1996), ácidos 

benzoicos e derivados de benzaldeídos (WAGNER et al., 1989), quinonas (SHARMA et 

al., 1988), furanonaftoquinonas (ZANI et al., 1991; DE OLIVEIRA et al., 1993; DÍAZ; 

MEDINA, 1996) e os mais importante, naftoquinonas e antraquinonas (THOMSON, 

1971; MANNERS; JURD, 1976). 

Entre as naftoquinonas destaca-se o Lapachol, composto bioativo presente nas 

cascas do ipê-roxo, descrito pela primeira vez em 1882 por Paternò (THOMSON, 1971). 

Sua estrutura química foi definida por Hooker em 1896, como 2-hidroxi-3-(e-metil-2-

butenil) -1,4-naftoquinona. É um composto encontrado naturalmente como constituinte 

de muitas plantas da família Bignoniaceae e foi estudado por muitos anos devido às 

interessantes atividades biológicas apresentadas. No uso popular, tem produzido 

resultados evidentes no tratamento de diabetes e úlceras gástricas, além de ser utilizado 

como analgésico, antiinflamatório e até como antimutagênico. Também já tem sido 

empregado em hospitais, na forma de extrato fluido e em pó ou em pomada (ARAÚJO et 

al., 2002). 

O lapachol, com a ação controlada do calor, fornece a desidrolapachona 

(xiloidona) e os isômeros α e β-lapachona (D’ALBUQUERQUE, 1968). Estas 

substâncias são bastante conhecidas por possuírem propriedades antitumorais, além de 

antiinflamatória, analgésica, antibiótica, antimalárica, antitripanossoma e 

antiulcerogênica (HUSSAIN et al., 2007). 
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A β-lapachona, um derivado do lapachol, apesar de ainda não ser um fármaco 

comercializado é uma substância muito importante do ponto de vista da pesquisa 

científica. Também apresenta atividade antitumoral e boa atividade farmacológica contra 

Tripanossoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas. Devido a sua citotoxicidade, 

a β-lapachona não pode ser utilizada no tratamento da Doença de Chagas, mas sua 

estrutura tem servido de modelo para o desenvolvimento de substâncias mais efetivas 

contra T. cruzi. Esta citotoxicidade é importante para o controle da proliferação de 

diversos tipos de células cancerosas. β-lapachona é eficaz, in vitro, contra linhagens de 

células humanas malignas de pulmão, mama, colo-retal, próstata; melanoma e leucemia 

(SILVA et al., 2003). 

 

1.3 Cultura de tecidos: Aspectos gerais e aplicações 

 

 

As dificuldades encontradas no processo de propagação das plantas medicinais e 

na busca por maior produtividade de metabólitos secundários reforçam a cultura de 

tecidos como uma solução que pode favorecer a obtenção de mudas e a extração de 

princípios ativos de interesse, tornando possível a produção destes em grande quantidade 

(KARUPPUSAMY, 2009). Nesse sentido, a cultura de tecidos vegetais é uma técnica 

vantajosa, quando aplicada em variedades que necessitam ser propagadas em curto espaço 

de tempo e em larga escala. A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de 

técnicas nas quais um explante (célula, tecido ou órgão) é isolado e cultivado em 

condições assépticas com meio nutritivo artificial (TORRES et al., 1998). 

Em vários tecidos cultivados in vitro, a utilização de substâncias reguladoras de 

crescimento apresenta importância fundamental para o estabelecimento da competência 

e determinação, imprescindíveis para a formação de meristemas caulinares e/ou 

radiculares. Os reguladores de crescimento exercem sua ação por reconhecimento de 

receptores específicos, presentes em células responsivas, traduzindo sinais hormonais em 

eventos bioquímicos e fisiológicos (TORRES et al., 1998; FEHER, et al. 2003). O cultivo 

in vitro de plantas é baseado na totipotencialidade das células vegetais (VOGEL, 2005), 

o que permite que a célula sofra desdiferenciação, ou seja, perca as características 

diferenciadas e reinicie a divisão celular quando removidas da planta e colocadas em meio 

de cultura específico. Em tese, qualquer célula da planta é capaz de originar um novo 
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indivíduo completo, porém tecidos meristemáticos costumam apresentar melhores 

resultados (VERDEIL et al., 2007).  

O fragmento de tecido da planta de interesse utilizado no cultivo in vitro é 

denominado explante, o qual é colocado em um meio nutritivo que permita o 

desenvolvimento adequado do material utilizado, de acordo com o objetivo do trabalho, 

sempre sob condições assépticas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1999). 

O meio de cultura pode ter diversas composições, dependendo do propósito final 

do experimento. De maneira geral, ele é composto de macro e micronutrientes, 

carboidratos, hormônios e vitaminas, e a variação destes componentes pode controlar o 

padrão de desenvolvimento do vegetal in vitro (TORRES et al., 1998). 

A propagação vegetativa in vitro, mais conhecida como micropropagação, pode 

ser feita por meio de explantes de diversos fragmentos vegetais, e a escolha deles define 

como a propagação será conduzida. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), a 

multiplicação celular pode ser conduzida de 3 formas: pela proliferação de gemas 

axilares; mediante indução de gemas adventícias por organogênese direta ou indireta; ou 

via embriogênese somática. Contudo a micropropagação não se restringe a esses três 

tipos, sendo viável também com explantes foliares, por exemplo. 

Dentre as técnicas de cultura de tecidos vegetais, destaca-se a indução de 

organogênese (PASQUAL et al., 2002). A organogênese é definida como a formação de 

estruturas a partir de tecidos e células, podendo ocorrer por via direta por meio da 

regeneração de plantas provenientes de tecidos não meristemáticos, sem passar pela fase 

de calo, apresentando alta fidelidade genética e, por via indireta, quando o processo de 

regeneração é precedido pela formação de calo. 

O processo de formação de calo, também conhecido como calogênese, é uma 

etapa básica para o desenvolvimento de sistemas de propagação vegetativa em massa. As 

células dos calos também podem ser úteis quando se deseja realizar manipulações 

genéticas, como poliploidizações, transformações ou hibridizações, bem como obtenção 

de metabólitos secundários (VENTURIERI; VENTURIERI, 2004). 

Quando o explante é cortado e colocado sob condições apropriadas para seu 

crescimento, é iniciada a formação de um tecido de cicatrização, em que as células da 

superfície do corte começam um processo de divisão e, então, o calo é formado. Nesta 

situação, o calo começará a crescer sem uma diferenciação nem organização definida, 

porém, quando transferido para um meio nutritivo sob condições hormonais adequadas, 
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pode começar uma diferenciação dessa massa celular em raízes adventícias, partes aéreas 

ou mesmo embriões (NEUMANN, 2009). 

Alguns fatores são primordiais para a formação de calo, como intensidade 

luminosa, temperatura, composição do meio nutritivo e a parte vegetal escolhida como 

explante. A eficiência desse último depende da determinação do tecido e sua 

especificidade. Os tecidos mais jovens, por possuírem maior potencial de crescimento, 

divisão e diferenciação celular, são mais indicados para serem utilizados como explantes, 

uma vez que a calogênese se torna mais eficiente pelo menor índice de oxidação 

(WERNER et al., 2009). Nesse sentido, a determinação da viabilidade celular durante o 

desenvolvimento do calo contribui para o estabelecimento de um protocolo eficiente e 

posterior otimização para obtenção de calos embriogênicos (SILVA et al., 2012). 

Outro aspecto relevante da cultura de calos é seu potencial uso para a obtenção de 

metabólitos secundários bioativos, em alternativa ao extrativismo de plantas com 

propriedades medicinais (KARUPPUSAMY, 2009). Além disso, extratos de massas 

calogênicas também têm sido avaliados em diferentes sistemas biológicos a fim de se 

conhecer sua atividade e potencial aplicação (SOKMEN et al., 2004). Segundo Mesquita 

et al. (2002), é importante avaliar as mudanças bioquímicas e fisiológicas que ocorrem 

durante o crescimento in vitro de tecidos vegetais de espécies lenhosas, pois isso pode 

fornecer importantes informações relacionadas ao processo de estabelecimento e, 

consequentemente, propiciar a otimização das condições para seu cultivo in vitro. 

Ainda nesse sentido, de acordo com Phan et al. (1987), os calos podem apresentar 

composição bioquímica e exigências nutricionais específicas, muitas vezes diferentes do 

explante a partir do qual foram originados. Nesse sentido, o conhecimento dos níveis de 

carboidratos, proteínas, aminoácidos e poliaminas, contribui potencialmente para o 

conhecimento dos aspectos bioquímicos e das exigências nutricionais dos calos, bem 

como para a manipulação da cultura no sentido da obtenção de células mais viáveis e/ou 

com maior potencial biotecnológico. 

 

1.4 Metabolismo e Biossíntese de Poliaminas 

 

 

As poliaminas são aminas alifáticas, que podem ser encontradas em todos os 

organismos vivos, envolvendo diversos processos biológicos, como o crescimento 

vegetativo, a regulação da duplicação do DNA, a transcrição de genes, a divisão celular, 
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o desenvolvimento de órgãos, o amadurecimento de frutos, a senescência de folhas, as 

respostas as mudanças ambientais (LIMA et al., 2003), a participação no metabolismo do 

nitrogênio (AZIZ et al., 1998), e a morfogênese (GALSTON; KAURSAWHNEY,1995). 

Entretanto, apenas na década de 80, o papel das poliaminas na atividade metabólica das 

células vegetais passou a ser pesquisado, apesar de essas substâncias serem um dos mais 

antigos compostos orgânicos conhecidos (KERBAUY, 2008). 

Putrescina (PUT), espermidina (SPD) e espermina (SPM) são poliaminas mais 

abundantes em todos os organismos, principalmente na atividade dos tecidos (MINGUET 

et al., 2008) e quando adicionadas ao meio de cultura tem estimulado o crescimento em 

várias plantas (TASSONI et al., 2000). Embora as poliaminas estejam envolvidas em um 

grande número de processos do desenvolvimento vegetal, participando direta ou 

indiretamente de várias vias metabólicas essenciais para o funcionamento celular, essas 

substâncias são requeridas em concentrações maiores do que os hormônios convencionais 

para a produção de um mesmo efeito. Desta maneira, considerá-las como hormônio 

vegetal ainda é controverso (KERBAUY, 2008). 

As poliaminas podem ser encontradas livres ou conjugadas com ácidos fenólicos, 

compostos de baixo peso molecular ou macromoléculas tais como proteínas e ácidos 

nucleicos (GALSTON et al.,1997; BAIS; RAVISHANKAR, 2002) 

A biossíntese de poliaminas compreende vias semelhantes em bactérias, animais 

e plantas (TABOR; TABOR 1984). São sintetizadas a partir dos aminoácidos arginina e 

ornitina, pelas enzimas arginina descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase (ODC), 

respectivamente (KAUR et al., 2003). A via da ornitina descarboxilase está usualmente 

relacionada a tecidos meristemáticos e divisão celular enquanto a via da arginina 

descarboxilase associa-se à tecidos maduros e em resposta a estresse ambiental 

(FLORES, 1991). 

A primeira poliamina sintetizada é a putrescina (Figura 1) que, posteriormente a 

será convertida em espemidina e esperimina pela transferência de grupos aminopropil 

pela S-adenosilmetionina descarboxilase (dSAM) catalisadas pelas enzima espermidina 

sintase e espermina sintase, respectivamente (KAUR et al., 2003). 

 



20 
 

 

 

Figura 1: Via esquemática da Biossíntese de Poliaminas (KERBAUY, 2008). 

 

 

A suplementação de poliaminas exógenas pode melhorar a morfogênese, por 

indução a divisão celular e aumentar a regeneração em cultura celular (KAKKAR et al 

.,2002). Estudo recente mostrou que a adição de poliaminas foi eficiente na indução do 

crescimento de brotos em E. angustifolia, ressaltando que entre elas putrescina foi mais 

eficiente que a espermina e espermidina (CHAE, 2016).  

Na organogênese em Bixa orellana L. a suplementação com putrescina resultou 

um número superior de brotação e alongamento de brotos (PARIMALAN; GIRIDHAR; 

RAVISHANKAR, 2010). Já em Hemerocallis sp, ocorreu participação direta das 

poliaminas não só na indução e no controle da morfogênese, como também nos padrões 

oxidativos de células e tecidos (DEBIASI; FRÁGUAS; LIMA, 2007).  

  Maior número de perfilhos, assim como aumento no teor de putrescina e 

flavonoides ocorreu com a aplicação exógena de espermina e espermidina, afirmando que 
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a ação conjunta das poliaminas mostrou-se benéfica para o perfilhamento. Neste mesmo 

trabalho, constatou-se que a putrescina por apresentar alterações significativas, pode ser 

utilizada como marcadora da morfogênese em Aloe vera micropropagada (MORGOR, 

2007).  

 A suplementação de poliaminas favoreceu a formação de calos, raízes e folhas, 

comprovando ser um fator determinante na organogênese indireta de Curcuma longa L., 

e a putrescina pode ser considerada um marcador no processo de diferenciação desta 

espécie (VIU et al., 2009). 

 A aplicação de putrescina exógena em Coffea canefora ocasionou o aumento da 

embriogênese somática. Ainda neste estudo a estimativa de poliaminas totais demonstrou 

diferença nos níveis endógenos de espermina nos calos embriogênicos e não 

embriogênicos. Os calos embriogênicos apresentavam 11 vezes mais espermina e 3,3 

vezes mais espermidina quando comparados aos calos não embriogênicos (KUMAR et 

al.,2008) 

 Estudos realizados em Momordica charantia L. mostrou que poliaminas exógenas 

PUT (0.1, 0.5, 1 mM), SPD (0.1, 0.5, 1mM) e SPM (0.1, 0.5, 1 mM) adicionadas 

individualmente ao meio de indução a embriogênese aumentou tanto o peso fresco como 

o número de embriões nos calos. Os autores ressaltaram que entre as três poliaminas a 

PUT, na concentração de 1 mM, foi a mais efetiva no aumento de peso fresco e indução 

de calos embriogênicos (PAUL; MITTER; RAYCHAUDHURI, 2009). 

 Em Saccharum officinarum entre as poliaminas concluiu-se que a adição de 500 

µM de putrescina promoveu o maior número de embriões somáticos, porém não foram 

observadas diferenças na quantidade de matéria fresca entre os tratamentos e o controle 

(REIS et al., 2016). Na embriogênese somática de Citrus sinensis, a quantificação de 

poliaminas livres mostrou que em calos cultivados em meio de cultura para indução de 

embrião houve menor quantidade de PUT do que os calos em meio de cultura para 

indução a calogênese. Porém, o aumento SPD e SPM foi relatado nos calos cultivados em 

meio de cultura para indução de embriões, resultando numa maior embriogênese somática 

(WU et al., 2009). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 
 

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da aplicação exógena de putrescina 

sobre aspectos bioquímicos e acúmulo de poliaminas em calos de Handroanthus 

impetiginosus. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

 Induzir calos em segmentos nodais; 

 Cultivar os calos de ipê na presença de putrescina; 

 Determinar os teores de aminoácidos totais, açúcares totais, amido e poliaminas 

livres nos calos. 
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ABSTRACT 

 

Handroanhus impetiginosus, popularly known as Ipê Roxo is native to South America, 

occurring in Brazil from the Amazon to Rio Grande do Sul. This plant has considerable 

medicinal and wood potential. Polyamines are found in all organisms and are involved in 

different biological processes such as vegetative growth, regulation and DNA duplication, 

transcription, foliar senescence and response to environmental stresses. Therefore, the 

objective of this work was to evaluate the effect of exogenous application of putrescine 

(PUT) on biochemical aspects and accumulation of polyamines in callus of Handroanthus 

impetiginosus. For this, internodal segments were used for callus induction using 1 μmol 

/ L of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D) and different concentrations (1, 10, 50 and 

500 μM) of PUT. There was no statistical difference in the fresh mass after 35 days of 

culture, but after 70 days an increase in the mass of callus treated with PUT was observed. 

This result is related to the sugar content. At the end of the cultivation, there was an 

increase in soluble sugars concentration in callus treated with PUT, whereas at 35 days 

there was no difference in them, but there was accumulation of starch, which was possibly 

hydrolyzed to form soluble sugars. For total amino acids, there was statistical difference 

only in the treatment with 500 μM PUT after 70 days of culture. In general, at 35 days, 

PUT and spermine (SPM) were the most abundant polyamines in calluses. Spermidine 

(SPD) had the lowest levels. The supplementation with PUT did not cause a significant 

variation in the polyamine content between the treatments, and only in the treatment with 

1 μM PUT there was an increase in the PMS levels in relation to the control. The other 

polyamines were statistically equal to the control in all treatments. Already at 70 days of 

cultivation, it was not possible to identify any polyamine in the control. In the treatments 

supplemented with 1, 10 and 50 μM PUT the most abundant polyamine again was SPM. 
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SPD was not identified in any of the treatments. It can be suggested based on the results 

that the PUT applied exogenously in the culture medium in the treatments has been 

converted into SPM, so it has been found to be in abundant levels in the treatments. 

 

Keywords: Ipê; polyamines; Amino acids 

INTRODUCTION 

 

Polyamines are aliphatic amines, which can be found in different living organisms, 

including animals, bacteria and plants (LIU et al., 2015). Putrescine, spermidine and 

spermine are the most abundant polyamines in plants, and they have been associated with 

the regulation of different physiological processes such as, vegetative growth, DNA 

duplication, gene transcription, cell division, organ development, fruit ripening, leaf 

senescence, responses to environmental changes (LIMA et al., 2003), participation in 

nitrogen metabolism (AZIZ et al., 1998), and morphogenesis (GALSTON and 

KAURSAWHNEY, 1995) and somatic embryogenesis (PAUL; MITTER; 

RAYCHAUDHURI, 2009) 

These molecules are synthesized from the amino acids arginine and ornithine, by 

the enzymes arginine decarboxylase (ADC) and ornithine decarboxylase (ODC). 

Putrescine is the first polyamine to be synthesized, which is subsequently converted to 

spermidine and sperminated by the transfer of aminopropyl groups by s-

adenosylmethionine decarboxylase (dSAM) catalyzed by the enzyme spermidine 

synthase and spermine synthase, respectively (KAUR et al., 2003).  

Handroanthus impetiginosus, belongs to the Bignoniaceae family and is 

commonly known as ipê-roxo (GENTRY, 1992). It is native to the America continet and 

occur in Brazil from the Amazon to the Rio Grande do Sul (CASTELLANOS et al., 



37 
 

2009). This plant has remarkable wood and medicinal potential as well as being 

ornamental due to the beauty of its flowers. Although produced in large numbers, the 

seeds have low viability, which may limit the acquisition of new seedlings (LIU et al., 

2015). In this way, the tissue culture technology can be useful for the vegetative 

propagation of this plant (THORPE, 2007). In addition, there are no papers addressing 

the role of polyamines in the in vitro development of this plant. So, the aim of this work 

was to evaluate the effect of putrescine exogenous application on the biochemical aspects 

and in the homeostasis of polyamines in Handroanthus impetiginosus callus indution and 

growth. 

 

 

MATERIAL E METHODS 

 

Plant material and callus induction 

 

 

Ipê-roxo seeds were collected in Alfenas-MG and stored at room temperature. In 

the moment of the use, the seeds were disinfested with ethanol (70°GL) for 1 minute and 

sodium hypochlorite for 5 minutes. They were washed three times with distilled and 

autoclaved water and were inoculated in WPM medium (LOYD; MCCOWN, 1980) for 

establishing in vitro plants. After 4 weeks of cultivation, stem segments (1 cm) were 

obtained from the plants and inoculated in MS medium (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 

supplemented with sucrose (30 g L-1), citric acid (10 mg L-1) agar (6 g L-1), 2,4-D (2,4-

dichlorophenoxyacetic acid 1 μmol L-1) and different concentrations of putrescine (1, 10, 

50 and 500 μM) and a control with absence of putrescina. Putrescine was added to the 
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medium after autoclaving using a sterile disposable filter membrane (MILIPORE) 

containing 0.22 μm pores. Tissue flasks were kept at 25 ± 1ºC, photoperiod of 12 hours 

and irradiance of 36 μmol.m2.s-1. The evaluations were done after 35 and 70 days, when 

the calli were collected, weighed and stored at -80 ° C until the moment of the analysis. 

 

 

Extraction of primary metabolites 

 

Samples of Callus (200 mg) were ground in 2 mL of an MCW solution 

(methanol:chloroform:water, 12:5:3 v:v:v) and incubated at room temperature for 24 h. 

After this period, the samples were centrifuged for 30 min at 1,500g, and the supernatant 

was mixed with chloroform and water (4:1:1.5 v:v:v). The aqueous phase was collected 

after 24 h and used for the analysis of amino acids, and soluble sugars. Starch was 

extracted from the pellet after centrifugation by incubating with 30 % PCA 

(MCCREADY et al., 1950). 

Total soluble sugars and starch were determined colorimetrically after reaction 

anthrone (YEMM; Willis, 1954). Briefly, samples were mixed with water in a final 

volume of 1 ml and mixed with 2 ml of anthrone reagent (20 mg anthrone, 500 μl water 

and 10 ml concentrated H2SO4). The samples were shaken and subsequently heated at 

100°C for 5 min. Absorbance was determined at 620 nm and quantification based on 

standard curve of glucose. 

 

Free polyamines determination 
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 Samples of Callus (500 mg) were macerated in 3 mL of 5% perchloric acid (v/v) and 

keeped at 4 °C for 1 hour. After that, the samples were centrifuged at 15000g for 20 min 

at 4 °C and supernatants were collected. Free polyamines were derivatized by dansyl 

chloride diluted in acetone at the concentration of 5mg ml-1. An aliquot of 40 µl of the 

samples were added to 100 ul of dansyl chloride and 50 µl of saturated sodium carbonate. 

This mixture were incubated in the dark for 50 minutes at 70 °C. 

 After that, the excess of dansyl chloride was converted to densyl proline by the 

addition of 25 µl of proline (100mg ml-1). Afeter 30 minutes incubation the dansylated 

polyamines were extracted by the addition of 200 µl of toluene. The toluene phase was 

collected and dried in nitrogen and the dansylated polyamines were solubilized in 200 ul 

of acetonitrile. The polyamines were separated and analyzed from the by reverse phase 

HPLC using a 5 μm, 250 mm x 4.60 mm C-18 column. The mobile phase was composed 

of absolute acetonitrile (solvent A) and 10% acetonitrile in water (pH 3.5; solvent B) in a 

flow rate of 1 ml/min at 40 °C. The gradient of solvent A were as follows: 65% over the 

first 10 minutes, 65 to 100% between 10 and 13 min and 100% between 13 and 21 min. 

(SILVEIRA et al., 2004). 

 The concentration of the polyamines will be monitored with a fluorescence detector 

operating at excitation wavelength of 340 nm and emission of 510 nm. Free polyamines 

were derivatized by dansyl chloride diluted in acetone at the concentration of 5mg ml-1. 

An aliquot of 40 ul of the sample was added to 100 ul of dansyl chloride, 50 µl of saturated 

sodium carbonate. The sample was incubated in the dark for 50 minutes at 70 ° C. The 

excess of dansyl chloride was converted to densyl proline by the addition of 25 µl of 

proline (100mg ml -1). After 30 minutes of incubation the dansylated polyamines will be 

extracted by the addition of 200 µl of toluene. The toluene phase was collected and dried 
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in nitrogen, the dansylated polyamines were solubilized in 200 µl of acetonitrile. As 

standards, the commercial compounds putrescine, spermidine and spermine 

 

STATISTICAL ANALYSIS 

 

The experimental design was thoroughly randomized including 5 treatments and 5 

repetitions per treatment. The data were submitted to analysis of variance and the means 

were compared by the Tukey test at 5% of significance. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

There was not statistical difference between the treatments after 35 days of cultivation for 

callus fresh mass (figure 1). However, after 70 days of cultivation the fresh mass varied 

considerably between the treatments (Figure 1). The callus treated with PUT showed na 

increase in the fresh mass increase when compared to control. According to Morgor, G 

(2007) the contents of polyamines are related to the active growth of tissues. In 

Momordica dioica the application of exogenous PUT at 1 μM concentration significantly 

increased the fresh mass of the embryogenic calli (THIRUVENGADAM, M. et al., 2013). 
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Figure 1: Callus fresh mass (A) 35 days; (B) 70 days in callus of Handroanthus 

impetiginosus supplemented with different concentrations of Putrescina. Same letters 

indicate that the data do not differ according to the Tukey test at 5% significance 

 

In the same way, total soluble sugars did not difer after 35 days of cultivation (figure 2C). 

Additionally, after 70 days the higher levels were observed with 500 µM of PUT while 

the other treatments were statistically equal (Figure 2D). In contrast, the starch content 

varied at 35 days of culture (Figure 2A), being the higher concentration noted with 10 

µM of PUT. Control and 1 µM of PUT treatments presented the lowest levels, while 50 

and 100 µM of PUT were statiscally equal to the other treatments. Thus, the exogenous 

application of putrescine induced the accumulation of starch at 35 days and soluble sugars 

at 70 days cultivation.  

       Starch content and soluble sugars are directly associated since the starch is a 

polysaccharide used as an energy reserve and when hydrolyzed it is transformed into 

glucose for immediate use of the cell. According to these results it is possible that the 

starch has been hydrolyzed after 70 days resulting in an increase in soluble sugars (Figure 

2B). The relationship between polyamines and sugars in callus formation is not well 

known, nevertheless Handa and Mattoo (2010) found a positive correlation between 

endogenous levels of PUT and occurrence of sucrose, glucose and fructose, while 
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spermidine and spermina presented negative correlation. In addition, Peng et al. (2014) 

verified increased α-amylase activity, reducing sugar, fructose and glucose content and 

and transcript level of β-amylase gene but not transcript level of α-amylase gene. In this 

work the highest concentrations of sugars in the presence of 500 μM PUT may be 

associated both to the higher carbono uptake of the culture medium and to the cellular 

processes that have led to such levels. 

 

 

 

Figure 2:Starch content (A) 35 days; (B) 70 days; And Total sugars (C) 35 days; (D) 70 

days in callus of Handroanthus impetiginosus supplemented with different concentrations 

of Putrescina. Same letters indicate that the data do not differ from each other according 

to the Tukey test at 5% significance. 

 

With regard to total amino acids content, in the same way of total soluble sugars and fresh 

mass, there was no statistical difference after 35 days of cultivation. But after 70 days of 
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culture, callus treated with 500 μM PUT showed higher levels of amino acids (Figure 3), 

with other treatments being statistically equal. In Allium cepa foliar application of PUT 

increased the content of total sugars and amino acids (AMINS et al., 2011). However, 

SPM and PUT increased the total sugars content, but decreased total free amino acids in 

leaves of Matricaria chamomilla. 

 

 

Figure 3: Total amino acids content in callus of Handroanthus impetiginosus 

supplemented with different concentrations of Putrescina. (A) 35 days; (B) 70 days. Same 

letters indicate that the data do not differ from each other according to the Tukey test at 

5% significance. 

 

As can be seen in figure 4A, generally at 35 days, PUT and SPM were the most abundant 

polyamines in the callus. The SPD presented the lowest levels. Note that the 

supplementation with PUT did not cause significant variation in the polyamine content 

between treatments, and only in the treatment with 1 μM PUT there was an increase in 

SPM levels in relation to the control. The other polyamines were statistically equal to the 

control in all treatments. At 70 days of culture, as shown in figure 4B, it was not possible 

to identify any polyamine in the control. In treatments supplemented with 1, 10 and 50 

μM PUT the most abundant polyamine was also SPM. SPD was not identified in the 
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treatments. It can be suggested that the PUT applied exogenously in the culture medium 

in the treatments has been converted to PMS, because of this, it has been detected in 

abundant levels in the treatments. In the somatic embryogenesis of Ocotea catharinensis 

the addition of PUT at 1 mM had no effect on endogenous polyamine concentrations, 

however the addition of SPM at the same concentration increased the endogenous levels 

of SPM and PUT and the addition of SPD in the same concentration increased SPD levels 

relative to the other polyamines (SANTA CATARINA et al., 2007). The exogenous 

application of PUT in Coffea canefora in addition to causing an increase in somatic 

embryogenesis increased endogenous SPM levels (KUMAR et al.,2008). 

        In Momordica charantia L the exogenous application of PUTs in embryogenic callus 

at 1 mM concentration, which showed an increase in somatic embryogenesis, resulted in 

a decrease in the endogenous content of the free polyamines when compared to the control 

(PAUL; MITTER; RAYCHAUDHURI, 2009). Thus, it is clear that polyamines are 

important compounds for the development of plants, especially under in vitro culture 

conditions, but their effects should be evaluated in each case. 

 

 

Figure 4:  Polyamines content in callus of Handroanthus impetiginosus supplemented 

with different concentrations of Putrescina. (A) 35 days; (B) 70 days. Same letters 

indicate that the data do not differ according to the Tukey test at 5% significance 
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