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1- RESUMO



MOGOR, G. Compostos fendlicos e peroxidase em Aloe vera (L.) Burm. (babosa)
micropropagada, 2005. XX p. Tese (Doutorado)- Instituto de Biociéncias, UNESP -
Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Resumo:

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo da espermidina e espermina durante a
micropropagagdo de Aloe vera (L.) Burm. e a participagdo dessas poliaminas nos teores de compostos
fenodlicos totais, assim como os flavonoéides totais e atividade da peroxidase. O experimento consistiu
de duas fases: na fase I diferentes concentragdes de acido naftalenoacético (NAA) e 6-
benzilaminopurina (BAP) foram adicionados ao meio de cultura MS (1962). Na fase II, plantas
provenientes do Tratamento MS (sem adi¢dao de reguladores vegetais) foram inoculadas em meio
contendo ou ndo as poliaminas (espermidina e/ou espermina). Os tratamentos utilizados na fase I ndo
induziram o enraizamento. Nao foram notados indicios de oxidagdo em meio contendo poliaminas. O
uso de espermidina no meio de cultura promoveu maior incremento de massa € o maior nimero de
perfilhos foi obtido com o uso da combinagdo de espermidina e espermina. Plantas submetidas aos
tratamentos com espermidina ou espermina apresentaram emissao de raizes durante a fase II,
sugerindo possivel efeito indutor, quando usadas isoladamente durante a rizogénese. A combinacao
das duas poliaminas ndo mostrou-se eficiente durante a rizogénese. Na fase final do experimento, as
plantas foram submetidas as analises bioquimicas (poliaminas, fendis totais soluveis, flavonoides
totais soluveis e atividade da peroxidase), juntamente com plantas micropropagadas oriundas da fase
I com 90 dias de cultivo in vitro (denominadas caracterizagdo) e plantas matrizes (in vivo).
Espermidina e espermina promoveram aumento no teor de putrescina e flavondides totais soluveis.
Putrescina apresentou as alteragdes mais significativas, podendo ser utilizada como marcadora de
morfogénese em plantas de Aloe vera micropropagada. Tecidos em ativo crescimento apresentaram
alta atividade de peroxidase, assim como aqueles com maior taxa de oxidagdo. Nestes tecidos também
ocorreu maior teor de flavondides totais soluveis. A acdo conjunta das poliaminas mostrou-se benéfica

para o perfilhamento.

Palavras-chave: compostos fenolicos, poliaminas, peroxidase, micropropagacao.



2 - ABSTRACT



MOGOR, G. Phenolic compounds and peroxidase in Aloe vera (L.) Burm. (babosa)
micropropagated , 2005. XX p. — Thesis (Doctorship) - Biosciences Institute, Sio Paulo Estate
University (UNESP), Botucatu.

Abstract:

The present work has as aim to evaluate the action of spermidine and spermine during the
micropropagation of Aloe vera..(L.) Burm, and the respective participation of these polyamines in the
contents of the total phenolic compounds, as well as the total flavonoids, and the activity of
peroxidase. The work consisted of two phases: in the phases I different concentrations of
naphthaleneacetic acid (NAA) and 6-benzilaminopurine (BAP) have been added to the culture-
medium MS (1962). In the phase I, plants proceeding from the MS treatment (without addition of
vegetal regulators) were inoculated in medium containing or not the polyamines (spermidine and/or
spermine). Thous the phase I as well as the phase II have consisted of four treatments. The utilized
treatments in the phase I have not induced the rooting. In the medium containing polyamines any
evidence of oxidaton was noted. The use of spermidine in the culture medium promoved great
enlargement of mass and the most number of shoots was obtained with the use of the conbination of
spermidine and spermine. Plants submitted to treatments with spermidine or spermine presented
emission of roots during the phase II, suggesting possible inductor effect when used isolated during
the rooting. The combination of the two polyamines seemed not to be efficient during the rooting. In
the final phase of the experiment, the plants were submitted (polyamines, total phenols, total
flavonoids and the activity of peroxidase), together with micropropagated plants with 90 days of
cultivation (in vitro) denominated caracterization and matrix plants (in vivo), spermidine and spermine
promoved an increase in the content of putrescine and larger content of phenols and total flavonoids.
Putrescine presented the most significant alterations, being possible to be utilized as marker of
morphogenesis in the Aloe vera plants. Tissues in active growth have presented high activity of
peroxidase, as well as those with larger rate of oxidation. In these tissues also ocurred greater
contents of total flavonoids. The joint action of polyamines seemed to be benefic for the shooting of

micropropagated Aloe vera.

Key-words: Phenolic compounds , polyamines, peroxidase, micropropagation.



3 -INTRODUCAO



Ressaltando a importancia das plantas medicinais nos seus diversos aspectos para a saude
humana, dados da Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) apontam que 80% da populagdo mundial as
utiliza como principal recurso basico de saude. O mercado internacional de fitoterapicos movimenta
milhées de dodlares anualmente. No Brasil, cerca de 25% do faturamento da induastria farmacéutica esta
relacionado com farmacos derivados de plantas, mas apesar de todo este potencial, o Brasil ainda
importa 84%, a um custo elevado (Simoes et al., 1999).

Nos ultimos anos, o interesse pelas propriedades medicinais do género Aloe aumentou
significativamente, porém a oferta de biomassa de Aloe vera ndo tem sido suficiente (Silva et al.,
2000). A lentidao e o baixo rendimento em relacdo a multiplicacdo convencional sdo os principais
fatores que contribuem para essa demanda freqiiente (Silva & Debiasi, 2002). Nesse contexto, a
cultura de tecidos representa um método viavel para acelerar a multiplicagdo de espécies vegetais e
também para recuperagdo de plantas livres de virus e outros agentes causadores de doencas (Duval et
al., 1998). As técnicas da cultura de tecidos podem ser aplicadas em varias espécies de acordo com
diferentes objetivos, tais como a obtencdo de plantas isentas de viroses, através da cultura de
meristemas € micropropagacao através de gemas ou outros explantes, visando a multiplicacdo de
plantas selecionadas. A cultura de é4pices maiores que o meristema pode ser suficiente para a limpeza
de patdégenos como nematoides, bactérias e fungos, uma vez que em condicdes de cultivo eles podem
ser detectados no proprio meio de cultura. A metodologia para a propagacdo depende, como em todo
processo de micropropagacdo, da assepsia, do estado fisiologico do explante e da composi¢ao do
meio de cultura em que serd inoculado. Depende ainda, principalmente dos reguladores vegetais
adicionados ao meio, que irdo suprir as deficiéncias do proprio explante, estimulando respostas para
diferenciacdo, crescimento, alongamento, multiplica¢do e enraizamento (Luz et al., 1997).

Poucos trabalhos relatam a producdo de plantas micropropagadas de Aloe vera com o intuito
de obtengdo de compostos medicinais, porém, em plantas propagadas por métodos convencionais
diversas substancias como vitaminas, aminoacidos, enzimas como a peroxidase, agucares, minerais ¢
compostos fenolicos sdo descritos na literatura (Weiner & Weiner, 1994). O objetivo deste trabalho
foi estudar o efeito dos reguladores vegetais (auxina e citocinina), bem como de poliaminas
(espermidina e espermina), durante a micropropagacao de Aloe vera (L.) Burm., assim como, avaliar a
participacdo das poliaminas nos teores de compostos fendlicos, incluindo os flavondides e na

atividade da peroxidase.



4 - REVISAO DE LITERATURA



Aloe vera (L.) Burm., pertence a familia Liliaceae e ¢ conhecida como babosa. Possui folhas
carnosas, dispostas em rosetas ou no caule nos nos abreviados e apresenta escapo floral afilo. As
flores sdo reunidas em inflorescéncias simples ou compostas. Nesta familia, a grande maioria sdo
ervas, possuindo bulbos ou rizomas perenes. As formas semi-arborescentes encontram-se entre o
género Aloe (Gemtchujnicov, 1976).

A babosa ¢ perene, suculenta e com talo unico. Possui de 60 a 90 cm de altura. As folhas sao
carnosas, longas, espinhentas, de pontas agudas, formando um invoélucro em torno do caule; as flores
sdo terminais, em cacho alongado apontando para baixo, de coloracdo amarela ou vermelha, com
laivos alaranjados. Apresenta sabor amargo e nauseante, com odor forte e desagradavel. Seu habitat
sdo locais ensolarados e secos, e se desenvolvem bem em solos arenosos. Provavelmente, é nativa da
Africa, h4 muito estabelecida no litoral dos mares Mediterrdneo ¢ Vermelho. E cultivada
principalmente em regides tropicais e subtropicais (Teske & Trentini, 1994).

O uso de plantas medicinais representa um recurso terapéutico amplamente difundido, sendo
utilizado desde a antiguidade (Schmid, 1991). Dentre as plantas populares, a babosa ¢ uma das que
mais merecem essa qualificagdo. Quase todos os balcdes de cosméticos exibem xampus e cremes para
a pele contendo Aloe vera. O valor dessa planta reside em sua capacidade de regenerar tecidos
danificados, o que faz com bastante eficiéncia. E possivel que a espécie tenha se originado nas ilhas
de Cabo Verde e, nos primérdios da histéria, tenha aparecido no Egito, na Arabia e na India. A Aloe
vera contém glicosideos antraquindnicos semelhantes aqueles da cascara sagrada (Rhamnus
purshiana) e sene (Cassia angustifolia). A medicina descobriu novas aplicagcdes para a planta, por
exemplo, ¢ utilizada como ungiiento para tratamento de queimaduras por radiacdo, cicatrizacao de
feridas, contusdes e irritagdes. O extrato das folhas ¢ indicado como tonico, purgativo e para ictericia.
O sumo fresco e viscoso das folhas de babosa serve como um ingrediente emoliente (amaciante da
pele) em muitas lo¢des, cremes, ungiientos € xampus. O sumo fresco ¢ também largamente empregado
em casos de ferimentos e queimaduras, tanto no uso doméstico como em varios produtos
farmaceéuticos (Reynolds & Dweck, 1999).

Segundo Dorneles et al. (2003), a partir da extragdo das suas folhas, duas fracdes podem ser
obtidas: um exsudato amargo e um gel mucilaginoso. O primeiro ¢ considerado pela farmacopéia
como a droga aloe, liquido extraido das células do periciclo, de coloragdo amarelo-avermelhada, rico
em compostos antracénicos. O segundo provém do parénquima da folha (McKeown, 1987), com

aspecto de gel incolor (mucilagem) e tem sido usado para curar queimaduras, cicatrizar feridas, aliviar
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dores, além de ser um poderoso agente hidratante (Grindlay, 1986). As diferentes formas de
apresentacdo derivadas da mucilagem das folhas de Aloe vera disponiveis sdo estabilizadas,
preparadas por diversos métodos, desde extracdo por solventes sob condigdes extremas até processos
de extragdo por secagem em baixas temperaturas. O produto resultante ¢ varidvel em relacdo a sua
composi¢do e ao comprometimento da propriedade cicatrizante da droga “in natura” (Robbers et al.,
1996). Quando a mucilagem ¢ retirada da folha, uma série de modificagdes enzimaticas ocorrem,
decompondo e escurecendo o gel (Smothers, 1983; Leung, 1985).

Diferentes propriedades sdo atribuidas ao gel e ao exudato de suas folhas desenvolvidas.
Diversos autores (Robson et al., 1982; Klein & Penneys, 1988; Marshall, 1990; Shelton, 1991;
Canigueral & Vila, 1993) atribuem muitos efeitos benéficos a presenca de salicilatos e suas
implicacdes num efeito tipo aspirina. Outras substancias, como lactato de magnésio, presentes no gel
sdo citados como inibidores da produ¢do de histamina e histidina (Rubel, 1983).

O primeiro registro de utilizagdo terapéutica de A. vera no continente americano data de 1697;
todavia, sua inclusdo na farmacopéia dos EUA ocorreu somente em 1820, como purgativo e
cicatrizante (Hedendal, 2000).

Seus principios ativos, contidos na mucilagem, sdo a aloina, um composto quimico de natureza
antracnonica de agdo purgativa, o aloeferon, que ¢ um polissacarideo complexo de agdo cicatrizante e
a propria mucilagem, que tem a¢do demulcente (Cruz et al., 2001).

Davis (1997) citou as propriedades imunomodulatérias de polissacarideos do gel de Aloe vera,
porém, de acordo com McAuliffe & Hindsgaul (1997), a totalidade das substancias ativas ainda nao
estdo totalmente elucidadas. Também mencionam atividades antibacterianas, antifingicas e em
alguns casos antivirais, assim como atividades antioxidantes, as quais atualmente despertam grande
interesse. Embora ndo se tenha descoberto ainda todos os segredos do funcionamento de Aloe vera,
sabe-se que a “mistura especifica dos ingredientes” ¢ responsavel pelo seu alto poder curativo. As
propriedades benéficas ndo podem ser atribuidas apenas aos polissacarideos, mas a um efeito
sinérgico destes com outras substancias presentes no gel, tais como vitaminas, enzimas como
peroxidase, lipase e catalase, aminodacidos, aglicares, minerais, fibras e compostos fenolicos.

Strickland et al. (1994) destacaram o efeito protetor dos polissacarideos e oligossacarideos do
gel de Aloe vera contra a irradiagdo UV e também o efeito inibidor sobre o desenvolvimento de
Cdndida albicans, atribuidos as xiloglucanas presentes no gel dessa espécie.Uma atividade recém

atribuida a fracdo de polissacarideos e glicoproteinas de Aloe ¢ a inibi¢do do desenvolvimento de
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varios tipos de cancer, especificamente duas glicoproteinas relacionadas com esse processo, aloctin A
e aloctin B. Efeito similar ¢ atribuido ao polissacarideo comercial Acemannan.

De acordo com o exposto, nota-se que essa planta é muito utilizada e diversas propriedades
medicinais podem ainda ser atribuidas, necessitando dessa forma, de plantas sadias, com alta
produtividade.

A propagacdo de Aloe vera ¢é realizada por meio da remogdo de brotagdes laterais,
principalmente ao longo da estacdo de crescimento. O niimero e a freqiiéncia de brotos laterais
emitidos ¢ bastante varidvel, fato que dificulta o planejamento de um sistema produtivo de mudas no
que concerne ao seu rendimento. Em geral, trés ou quatro brotos laterais sdo emitidos/ano/planta-
matriz. Esta condicdo gera um sistema de producdo com baixo rendimento, sendo um processo
moroso e caro, principalmente quando se considera o tempo necessario para a obten¢do de um niimero
de mudas que permita a implantacdo de 1 hectare, por exemplo, com valores de densidade de plantio
de 12.000 a 16.000 plantas por hectare, como usualmente ¢ observado em plantios comerciais dessa
espécie. Adicionalmente, esse sistema classico de produg¢dao de mudas apresenta como caracteristica
maior probabilidade de ocorréncia de moléstias no material de plantio, em funcdo das lesdes que sdo
feitas a planta-mae e as mudas (brotos laterais), no momento da colheita. O aumento da oferta de
biomassa pressupoe a existéncia de incrementos de produtividade dos cultivos e/ou a expansdo da area
desses. A implantacdo de cultivos com altos rendimentos tem como premissa basica a utilizagdao de
material de plantio de alta qualidade genética e sanitaria (Silva et al., 2000).

O processo de multiplicagdo “in vitro” envolve o isolamento de células, tecidos ou orgaos e
inoculagdo em condigdes assépticas em meio nutritivo proprio, sob condi¢des controladas, visando o
completo desenvolvimento dos orgdos. Os métodos padrdes incluem a esterilizacdo superficial e a
inoculagdo dos explantes em meios de cultura adequados estéreis, que deverao promover a formagao
de multiplas brotacdes. A regeneracao de plantas “in vitro” pode ser resultado da multiplicacao clonal,
alcancadas com a utilizacdo de estruturas organizadas como dpices ou gemas, ou através de variagdes
genéticas via calos, provenientes de explantes foliares, protoplastos ou outros tecidos somaticos,
subseqiientemente, os brotos formados sdo destacados e subcultivados em meios de enraizamento
(Castro, 1992).

Diversos tipos de explantes podem ser usados em cultura de células e tecidos vegetais, tais
como embrides, apices caulinares e radiculares, meristemas, epicoétilo, etc. A fungdo desses explantes

¢ de servir como parte propagativa, de onde surgirdao calos e/ou novas plantas.
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A cultura de apices caulinares, erroneamente chamada de cultura de meristemas, ¢ utilizada
para propagacao de plantas in vitro, recuperagao de plantas livres de virus, conservagdo e intercambio
de germoplasma e transformagdo. Uma das vantagens ¢, na maioria dos casos a manuteng¢do do
gendtipo regenerado, em virtude das células do meristema manterem mais uniforme a sua estabilidade
genética. Em adicdo, o apice ¢ uma estrutura organizada, que pode desenvolver-se diretamente em
parte aérea, em meio de cultura adequado, sem passar pela fase de calo. Em geral, a cultura de apices
caulinares ¢ empregada para recuperagdo de plantas livres de doencas, bem como para produgdo de
plantas idénticas aquelas de onde foram retiradas (Grattapaglia & Machado, 1998).

A variabilidade na resposta morfogenética “in vitro” que existe ndo apenas entre espécies do
mesmo género, mas também entre gendtipos da mesma espécie (diferentes cultivares ou clones), leva
frequentemente a necessidade de se definirem protocolos diferenciados (Grattapaglia & Machado,
1998).

Segundo Murashige (1974), a cultura de tecidos basicamente compreende trés fases: selecdo
dos explantes, desinfestacdo e cultura em meio nutritivo sob condi¢des assépticas; multiplicacdo dos
propagulos através de sucessivos subcultivos ou recultivos em meio apropriado para a multiplicagdo e
transferéncia dos brotos produzidos para meio de enraizamento e subseqiiente transplantio das plantas
obtidas para um substrato adequado. Debergh & Read (1991) citam que mais uma fase poderia ser
acrescentada, como forma de contornar os problemas de contaminagdo relacionados com explantes
oriundos da casa de vegetagdo ou do campo. Nessa fase, o cultivo de plantas matrizes em condigdes
controladas poderia garantir o bom estado fitossanitario das mesmas, resultando em baixos indices de
contaminacao quando do cultivo “in vitro”.

A morfogénese “in vitro” , como um evento de regeneracao de plantas, pode ser expressa pelos
métodos de cultura de embrides, embriogénese somadtica e organogénese, que pode ser direta ou
indireta. No processo de obtencdo de calos (massa de células de proliferagdo continua e mais ou
menos desordenada), células do tecido do explante sdo estimuladas a se dividirem, para isso, €
essencial a presenca de reguladores vegetais, como auxinas e citocininas, adicionados ao meio de
cultura basico (Teixeira, 1994). Skoog & Miller (1957) propuseram que as interacdes quantitativas
entre reguladores, especialmente a auxina e a citocinina, proporcionam um mecanismo comum para a
regulagcdo dos processos morfogenéticos. A formacao de raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos

¢ regulada pela disponibilidade e interagdo destas duas classes de reguladores de crescimento.
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Reguladores vegetais sdo substancias sintéticas, os quais, quando aplicados nas plantas,
produzem efeitos semelhantes aos dos hormodnios. A atividade dos reguladores vegetais ira depender
da concentragdo e estabilidade no meio de cultura durante a preparagdo e esterilizacdo do meio. O
balan¢o hormonal no meio ¢ determinante para o processo de regeneracao das plantas. As auxinas sao
sintetizadas nas plantas em regides de crescimento ativo, como meristema apical, gemas axilares,
folhas jovens, e posteriormente sdo translocadas para diferentes 6rgdos, onde atuam no mecanismo
interno que controla o crescimento. A auxina mais usada para estimular multiplicagdo em meio de
cultura ¢ o 4cido alfa-naftaleno acético (NAA), seguido do acido indol-3-butirico (IBA) e acido 3-
indolilacético (IAA). As citocininas promovem divisao, alongamento e diferenciagdo celular, retardam
a senescéncia das plantas, promovem a quebra de dominancia apical e induzem proliferacdo de gemas
axilares. A citocinina ¢ fundamental para multiplicacdo da parte aérea e indugdo de gemas adventicias,
sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada, seguida da cinetina 6-furfurilaminopurina (Kt) e
N-6-benziladenina (BA). A concentragdo e o tipo de citocinina sdo os fatores que mais influenciam a
multiplicacdo in vitro (Tagliacozzo, 1998).

A adicdo de poliaminas ao meio de cultura tem mostrado efeito estimulador de crescimento em
varias plantas (Scott et al., 1998). As poliaminas estdo envolvidas na regulagdo do crescimento,
divisdo e diferenciacdo celular e também na resposta a varias fontes de estresse e sua aplicagdo
exdgena tem sido utilizada por diversos pesquisadores para aumentar ou proporcionar divisdo e
crescimento celulares (Rajam, 1997).

Slocum et al. (1984) relataram a possivel funcdo das poliaminas como reguladores ou
mensageiros secundarios nas células vegetais. De acordo com Evans & Malmberg (1989) as
poliaminas sdo encontradas nas células em niveis significativamente mais elevados do que de
hormonios vegetais, sendo definidas como reguladores vegetais ao invés de hormonios propriamente
ditos. As poliaminas sdo aminas de baixo peso molecular, presentes em todos os organismos vivos e
estdo envolvidas no processo de divisdao celular, crescimento e desenvolvimento. O termo poliamina
tem sido usado na literatura para designar aquelas aminas primdrias que possuem mais de dois
grupamentos amina, como espermidina (triamina) e espermina (tetramina) e ainda, no sentido mais
genérico inclui a putrescina (diamina). Uma variedade de outros compostos de aminas primarias sao
encontradas nas plantas, incluindo cadaverina. Podem ocorrer na forma livre (putrescina, espermidina
e espermina) ou conjugada com radicais como o cafeil, cumaril, entre outros, sendo que os niveis

destas poliaminas em algumas plantas pode exceder aquelas na forma livre. Acredita-se que 30% do



14

total das poliaminas encontradas nas plantas estdo na forma conjugada. Em pH fisioldgico, as
poliaminas livres apresentam-se protonadas, atuando como carregador organico. Células em divisao
tém apresentado niveis mais elevados de poliaminas livres, quando comparadas com células em
expansdo (Walden et al, 1997). As poliaminas na forma conjugada apresentam-se ligadas a
compostos fenodlicos, substancias com baixo peso molecular, ou ainda a macromoléculas (Galston &
Kaur-Sawhney, 1990).

A iniciacdo e o desenvolvimento dos 6rgaos em explantes de plantas, envolvem a promogao da
atividade meristematica, sua manuten¢ao em algumas regides e concomitante supressdo em regioes de
maturacao (Kay & Basile, 1987). A enzima peroxidase (EC 1.11.1.7), amplamente distribuida no
reino vegetal , tem sido relacionada com o inicio dessa atividade e com a supressdo do crescimento
(Da Costa et al., 1979).

As peroxidases sao hemeproteinas, que na presenca de peroxido de hidrogénio catalizam a
oxidacdo de compostos fendlicos (Dilley, 1970). Segundo diversos autores (Walker, 1964; Clemente
& Pastore, 1998), as peroxidases t€ém sido implicadas em varios processos bioquimicos e fisioldgicos,
tais como biogénese do etileno, balango hormonal e integridade da membrana.

Rawal & Mehta (1982) relataram que a peroxidase pode ser usada como indicador de
diferenciacdo celular e ainda, apresenta papel significativo no crescimento da planta (Epstein &
Laport, 1984) assim como nas mudangas morfogenéticas observadas em resposta a agentes fisicos,
quimicos e ao estresse bidtico (Gaspar et al., 1985) ou abidtico (Lima et al., 1999). Lima (1994) relata
que a peroxidase pode ser utilizada como marcador enzimatico de estadios de desenvolvimento de
plantas in vitro.

A peroxidase ¢ encontrada em plantas de Aloe vera, as quais juntamente com outras enzimas
(aliase, alcalinase, fosfatase, amilase, carboxipeptidase, catalase, celulase e lipase) atuam em
processos digestivos, acelerando o metabolismo e, portanto, favorecendo a eliminagdo de toxinas e
colesterol (Lee et al., 2000).

Além de enzimas, também encontra-se no gel polissacarideos, aminoacidos, vitaminas, fibras,
minerais € compostos fendlicos, sendo que estes estdo relacionados com propriedades antioxidantes,
contra ataque de radicais livres nas membranas das células (Yu, 1994).

Diversos compostos fenolicos com atividade antioxidante sdao encontrados nas plantas como
derivados de acido cinamico, cumarinas, acidos organicos polifuncionais e flavonoides (Pratt &

Hudson, 1990).
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Nos ultimos anos tem-se observado um interesse crescente no estudo da atividade bioldgica de
plantas que contém flavonoides. Neste sentido, varios trabalhos tem sido realizados analisando a acgao
dos flavonodides na biologia das plantas, bioquimica ecoldgica, quimiotaxonomia, tecnologia de
alimentos e farmacologia. Levando em consideracdo esses fatores, tornam-se relevantes os
conhecimentos sobre as fontes naturais de flavonoides. Os flavonoides por serem compostos fenolicos
agem como potentes antioxidantes e formam quelatos com os metais. Eles agem contra virus,
bactérias, fungos e na alimentacdo, reproducao e desenvolvimento animal. Podem também interferir
na germinagdo de sementes e reproducdo de mudas (Vivian et al., 1987). Devido a importancia e
potencialidade quimica dos flavonoides, evidencia-se a necessidade da intensificacdo das
investigagdes de diversos substratos de plantas que contenham essas substancias (Oliveira et al.,
1999). Tais compostos parecem também estar em, praticamente, qualquer interacdo da planta com o
ambiente abiodtico. Fatores abidticos naturais como irradiagdo solar, luz UV, seca, nutrientes ¢
estagdes do ano influenciam no metabolismo e na produgdo desses composto (Glyphis & Puttick,
1988).

Os fendis vegetais sdo numerosos, estando representados em quase todas as classes de
metabdlitos secundarios (Smith, 1976). Na classificagdo de Waterman & Mole (1994), sdo descritos
os fendis simples (com um Unico anel aromatico), metabdlitos mais complexos baseados no esqueleto
CesC3, metabolitos com o esqueleto carbonico C¢CpCs, metabolitos com o esqueleto CsC3Ce,
quinonas, benzofenonas e substancias afins, alcaléides, terpenos e finalmente, fendis mascarados. Os
flavonoides também sdo compostos fenolicos e tém sua estrutura baseada em 2-fenil-benzopirano
(C6C5Cy) (Figura 1), sendo representado por varias classes, de acordo com o grau de oxidagdo do anel
central (Harborne, 1973; Ikan, 1991).

Os flavonodides constituem a maior classe de fendlicos vegetais. Os tipos diferentes de
flavonoides desempenham fungdes diversas nos vegetais, incluindo pigmentagdo e defesa (Taiz &
Zeiger, 2004). Nas folhas, as flavonas e os flavondis, por apresentarem sistemas mais conjugados, sdo
considerados os principais pigmentos que absorvem luz UV, além de serem os mais comuns (Pietta et
al., 1989).

Devido a importancia e a potencialidade quimica dos flavonoides, evidencia-se a necessidade
de intensificag¢do das investigagdes de diversos substratos de plantas que contenham estas substancias

(Oliveira et al., 1999).
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COMPOSTOS FENOLICOS E PEROXIDASE EM Aloe vera (L) Burm. (BABOSA)
MICROPROPAGADA

I - Espermidina e espermina exogenas na micropropagacao de Aloe vera L. Burm.
Gilda Mogor', Giuseppina Pace Pereira Lima

'Universidade Estadual Paulista — UNESP, Pos-Graduanda do Programa de Ciéncias Bioldgicas
(Botanica) do Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, CP 510, CEP 18.618-
000, Botucatu, SP.

Tel: (14) 3811-6255 e-mail: mogor@ terra.com.br

? Universidade Estadual Paulista — UNESP, Profa. Dra. do Departamento de Quimica e Bioquimica,
Instituto de Biociéncias, CP 510, CEP 18.618-000, Botucatu, SP.
Tel: (14) 3811-6255 e-mail: gpplima@ ibb.unesp.Br

Resumo:

Apices caulinares de brotagdes laterais de plantas de Aloe vera L. Burm., foram submetidos a assepsia
e inoculados em meios nutritivos. O experimento foi dividido em duas fases. Na fase I diferentes
concentragdes de acido naftalenoacético (NAA) e 6-benzilaminopurina (BAP) foram adicionados ao
meio de cultura MS (1962), totalizando quatro tratamentos. Na fase II, plantas provenientes do
Tratamento MS (sem adi¢do de reguladores vegetais) foram inoculadas em meio contendo ou nao
poliaminas (espermidina e/ou espermina). Na fase I, os melhores resultados para producao de massa e
perfilhamento ocorreu com o uso de MS + 8,88 pmol L™ BAP + 5,36 umol L™ NAA. Os tratamentos
utilizados ndo induziram o enraizamento no periodo avaliado. Plantas submetidas aos tratamentos com
espermidina ou espermina apresentaram emissao de raizes durante a fase II, sugerindo possivel efeito
indutor, quando usadas isoladamente durante a rizogénese. A combinacdo das duas poliaminas nao
mostrou-se eficiente durante a rizogénese. Nao foram notados indicios de oxidagdo no meio contendo
poliaminas. O uso de espermidina no meio de cultura promoveu maior incremento de massa € 0 maior

numero de perfilhos foi obtido com o uso da combinagdo de espermidina e espermina.

Palavras-chave: poliaminas, reguladores vegetais, micropropagac¢do, enraizamento.
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MOGOR, G. Phenolic compounds and peroxidase in Aloe vera (L.) Burm. (babosa)
micropropagated .
I — Exogen spermidine and spermine in the micropropagation of Aloe vera (L.) Burm.

Gilda Mogor', Giuseppina Pace Pereira Lima®

! Sd0 Paulo Estate University (UNESP), Pos-Graduator of the Biological Science Programme
(Botanic) of the Chemical and Bio-Chemical Department, Bioscience Institute, CP 510, CEP 18.618-
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Bioscience Institute, CP 510, CEP 18.618-000, Botucatu, SP.
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Abstract:

The lateral shoots of the Aloe vera L. Burm plants have been submitted to an asepsis and inoculated
in nutritive medium. The work has been divided in two phases. In the phase I different concentrations
of naphthaleneacetic acid (NAA) and 6-benzilaminopurine (BAP) were added to the MS (1962)
culture-medium, totalizing four treatments. In the phase II, plants proceeding of the MS Treatment
(without addition of vegetal regulators) were inoculated in environment containing or not polyamines
(spermidine and/or spermine) totalizing four treatments. In the phase I the best results for mass
production and shooting came out with the use of MS + 8,88 umol L' BAP + 5,36 umol L' NAA.
The utilized treatments have not induced the rooting in the valued period. Plants submitted to
treatments with spermidine or spermine presented emission of roots during the phase II, suggesting
possible inductor effect when used by isolated means during the rooting. The combination of the two
polyamines didn’t became efficient during the rooting. No traces of oxidation were noted in the
environment containing the polyamines. The use of spermidine in the culture-medium promoved a
greater mass increasing and the most number of shoots was obtained with the use of the combination

of spermidine and spermine.

Key words: polyamines, vegetal regulators, micropropagation, rooting.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais representa um recurso terapéutico amplamente difundido, sendo
utilizado desde a antiguidade (Schmid, 1991). Entre as intimeras plantas estudadas com potencial
fitoterapico inclui-se o género Aloe, sendo a espécie Aloe vera (L.) Burm. (Liliaceae) a mais utilizada
no emprego medicinal, tendo como sinonimia A. barbadensis Mill., conhecida como babosa de folhas
grandes (Mattos, 2000).

Nos ultimos anos, a demanda por parte das industrias tem aumentado consideravelmente,
porém a oferta de biomassa de Aloe vera nao tem sido suficiente (Silva et al., 2000). A lentidao ¢ o
baixo rendimento em relagdo a multiplicagdo convencional sdo os principais fatores que contribuem
para essa demanda freqiiente (Silva & Debiasi, 2002).

Diversos estudos relatam o cultivo in vitro de Aloe, assim como o estabelecimento de
protocolos, inducao de calos e regeneracdo (Roy e Sarkar, 1991; Hirimburegama & Gamage, 1995),
cultivo de apices e perfilhamento (Chaudhuri & Mukundan, 2001), estabelecimento de protocolo de
micropropagacdo com alta taxa de multiplicagdo (Silva & Debiasi, 2002; Liao et al, 2004). Nestes
trabalhos os autores citam a eficiéncia dos reguladores utilizados, tais como auxinas e citocininas, em
diferentes concentracdes e combinacdes, objetivando a obtencdo de plantas sadias e em grande
nimero.

As poliaminas tém sido localizadas no vacuolo, mitocondrias e cloroplastos e parecem estar
envolvidas num grande nlimero de processos bioquimicos nos vegetais. Rajam (1997) e Kumar et al.
(1997) sugerem a atuagdo das poliaminas durante o crescimento e desenvolvimento celular, incluindo
a estabilizacdo das duplas hélices do DNA, divisdo celular, desenvolvimento de 6rgaos, senescéncia
foliar, amadurecimento de frutos, tuberizagdo e respostas a mudangas ambientais. Poliaminas
exdgenas (putrescina, espermidina e espermina) em combinagdo com reguladores tém se mostrado
eficientes na multiplicacdo de brotos e inducdo de raizes de diversas espécies vegetais (Davies e
Olson, 1994; Mirza & Rehman, 1998; Tassoni et al., 2000).

Como a necessidade do mercado vem aumentando a demanda da producdo de mudas, o
objetivo deste trabalho foi de estudar a interacdao das poliaminas espermidina e espermina com auxina

e citocinina, durante a micropropagagao de Aloe vera (L.) Burm.
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MATERIAL E METODO

Plantas de Aloe vera L. Burm. cultivadas em condi¢gdes de campo, no Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Bioldgiocas e Agricolas (CPQBA), da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), foram utilizados como doadoras de explantes. Apices caulinares oriundos de brotagdes
laterais, com tamanho variando entre 0,5 a 1,0 cm de altura, foram retirados com auxilio de bisturi,
lavados em agua corrente e transferidos para erlenmeyer contendo agua destilada. A desinfestagao dos
explantes foi realizada em camara de fluxo laminar, utilizando solugdo de hipoclorito de s6dio 30%
(4gua sanitaria comercial, contendo 2% de cloro ativo), onde permaneceram por 20 minutos, sendo em
seguida submetidos a sucessivas lavagens em agua destilada autoclavada e imersos em solucdo de
alcool 70% durante 60 segundos, seguido de novas lavagens em 4gua destilada autoclavada. O meio
de cultura utilizado foi o Murashige & Skoog, 1962 (MS) acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg
L' de inositol, 1,0 mg L' de tiamina e 6 g L™ de 4gar, sendo o pH ajustado para 5,8 (com NaOH ou
HCI) de acordo com os tratamentos (Tabela 1). O meio de cultura foi submetido a autoclavagem a
120°C e 1 atm de pressdo durante 15 minutos. Os explantes foram inoculados (um explante por tubo)
e transferidos para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, 85% U.R., fotoperiodo de 16
horas e intensidade luminosa de 1000 lux.

O experimento foi dividido em duas fases. Na fase I diferentes concentragdes de acido
naftalenoacético (NAA) e 6-benzilaminopurina (BAP) foram adicionados ao meio de cultura (Tabela
1), totalizando quatro tratamentos com 10 repeticdes, sendo cada repetigdo composta de quatro
explantes, distribuidos em delineamento experimental em blocos casualizados. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. A Tabela 1 apresenta a composi¢do do meio de

cultura utilizado nos tratamentos durante a fase L.

Tabela 1.Composi¢ao do meio de cultura nos tratamentos durante a fase de obtencao de brotagdes
(fase I).

Tratamentos Composigao do meio de cultura
T, MS
T, MS + 4,44 umol L' BAP + 2,68 pmol L' NAA
T; MS + 8,88 pmol L' BAP + 2,68 umol L' NAA

T4 MS + 8,88 pmol L' BAP + 5,36 umol L' NAA
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Plantas provenientes do tratamento MS (sem adi¢do de reguladores vegetais) da fase I, foram
utilizadas na instalacdo do experimento da fase II, visando dessa forma a utilizacdo de plantas
desenvolvidas em meio isento de reguladores vegetais. Na fase II foram adicionadas as poliaminas
espermidina (Spd) e espermina (Spm) ao meio de cultura (Tabela 2), ¢ apds definido o melhor
tratamento da fase I (caracterizagao), adotou-se o mesmo balanco de reguladores na instalagdo de um
dos tratamentos da fase II, totalizando quatro tratamentos com 5 repeti¢des, cada repeticdo composta
de 4 explantes, distribuidos em delineamento experimental, em blocos casualizados. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. A Tabela 2 apresenta a composi¢do do meio de

cultura utilizado nos tratamentos durante a fase II.

Tabela 2 . Composi¢ao do meio de cultura nos tratamentos (fase II).

Tratamentos Composicao do meio de cultura
T, MS + 8,88 pmol L' BAP + 5,36 umol L NAA
T, MS + 10,0 mmol.L" Spm
Ts MS + 10,0 mmol.L™! Spd
T4 MS + 10,0 mmol.L" Spm + 10,0 mmol.L™ Spd

A solugdo de poliaminas foi adicionada ao meio de cultura MS (Tabela 2) previamente
autoclavado e resfriado (aproximadamente 45°C), com o auxilio de seringa descartavel e filtros
acoplaveis MILLEX® — Millipore, contendo poros de 0,22 pm, sendo este procedimento realizado em
camara de fluxo laminar. Posteriormente, o meio de cultura foi distribuido em frascos de vidro (268
mL de capacidade) previamente esterilizados, com 40 mL de meio em cada frasco. Apods o
resfriamento do meio de cultura foi realizada a inoculag@o, sendo colocada uma planta por frasco. Em
seguida, foram transferidos para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, 85% U.R.,,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 1000 lux, onde permaneceram por 30 dias,

totalizando 120 dias do inicio do experimento.
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Caracteristicas avaliadas

Durante a fase I foram realizados trés subcultivos, em intervalos de 30 dias cada, totalizando
90 dias. Avaliou-se o numero de perfilhos (brotagdes laterais de plantas in vitro), contaminagdo
fingica e bacteriana, oxidagdo, enraizamento e porcentagem de plantas desenvolvidas.

Foram avaliados na fase II o nimero de perfilhos (brotagdes laterais de plantas in vitro),
presenca de raizes e também a massa fresca e massa seca da planta-mae (explante inicial), perfilhos e

rizomas produzidos.

RESULTADO E DISCUSSAO

Aos 30 dias da instalagdo do experimento realizou-se o primeiro subcultivo, ou seja,
transferéncia das plantas para novos meio de cultura de acordo com os tratamentos e foram avaliados
o nimero de explantes contaminados por fungos, bactérias e oxidagdo, nimero de perfilhos (brotagdes
laterais), enraizamento e porcentagem de plantas desenvolvidas.

Observou-se taxa média de sobrevivéncia de 91,87%, com a ocorréncia de pequeno numero
de explantes contaminados por fungos (1,87%), bactérias (3,12%) ou oxidados (3,12%), o que
evidencia a eficiéncia do método de assepsia utilizado. Mesmo utilizando tempo de imersdo em
solucdo de hipoclorito de sodio inferior ao utilizado por Silva & Debiasi (2002), a taxa de
sobrevivéncia foi préxima a encontrada pelos autores, que utilizando &pices caulinares de Aloe vera
L. em solu¢do de hipoclorito de sodio 40% (20 minutos) e solugdo de alcool 70% (1 minuto)
obtiveram taxa de sobrevivéncia de 93,33%.

O tempo de imersdo aos quais os explantes foram submetidos buscou minimizar possiveis
efeitos de oxidagdo, problema freqiientemente encontrado no isolamento de explantes. O tempo de
exposi¢ao na solucdo de hipoclorito de sdédio, agressivo aos tecidos vegetais, pode favorecer o
escurecimento promovido pela oxidacdo de compostos fenolicos (Mdgor et al., 1999).

Para Aloe polyphylla, o uso de alcool 70% por dois minutos, seguido de hipoclorito de sddio
1% por 10 minutos, foi eficiente para desinfestacdo das sementes inoculadas in vitro, resultando em
plantas sadias sem sintomas de oxidagdo (Abrie & van Staden, 2001).

Aos 30 e 60 dias os perfilhos nao foram destacados da planta-mae (explante inicial), buscando-
se otimizar o procedimento de transferéncia para novos meios de cultura e com isso, evitar a

desidratacdo dos tecidos, que apresentavam-se tenros, além de possiveis danos que poderiam
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promover algum tipo de estresse. Aos 30 dias do inicio do experimento, foi observado principio de
formacao de rizoma em todos os tratamentos, os quais apresentavam-se escurecidos, isto €, oxidados.
Tal observacdo também contribuiu para que os perfilhos ndo fossem destacados do explante inicial,
evitando dessa forma a excisdo do rizoma no momento do subcultivo, fato que poderia acentuar a
oxidagdo, como verificado em experimentos prévios.

Plantas de Aloe sao ricas em compostos fenolicos que afetam o crescimento de culturas in vitro
e causam o escurecimento do explante e do meio circunvizinho e esse escurecimento parece ser o fator
limitante para o estabelecimento de cultura de tecidos de espécies de Aloe. O uso de reguladores, tais
como N-6-benziladenina (BA), cinetina (KIN), thidiazuron (TDZ), acido 3-indolilacético (IAA),
sozinhos ou em combinag¢do com 2.4 D, foram relatados por aumentar o escurecimento em culturas de
Aloe (Abrie & van Staden, 2001). O uso de antioxidantes no meio de cultura ¢ comum na
micropropagacao, tais como polivinilpolipirrolidona (PVPP), 1.4 ditio-DL-treitol (DTT), entre outros.
Em trabalhos com Aloe vera, Roy & Sarkar (1991) utilizaram polivinilpirrolidona (PVP) e notaram
diminuicdo no escurecimento promovido por oxidacdo de fendis. Neste trabalho foi observado
escurecimento em volta dos rizomas formados, assim como na base e nos rizomas dos explantes,
contudo, este fato, aliado a freqliente troca de meio parece ndo ter alterado o crescimento, quando
comparados com plantas que ndo mostraram oxidacao, apesar da relacdo inversa entre alguns tipos de
fenois e crescimento ser descrito na literatura por alguns autores (Mader & Hanke, 1997).

Aos 90 dias, os perfilhos referentes ao tratamento sem adicdo de reguladores vegetais
(Tratamento MS), foram destacados do explante inicial e utilizados na instalagdo do experimento da
fase II. Na Tabela 3 verifica-se a média do numero de perfilhos, nos trés subcultivos.

Tabela 3. Fase | — Média do nimero de perfilhos nos tratamentos, aos 30, 60 e 90 dias da instalagao
do experimento.

Tratamentos n*perfilhos n® perfilhos  n* perfilhos
30 dias 60 dias 90 dias
T1 (MS) 2,39b 2,85d 334c¢
T2 (MS+ 4,44 umol L™ BAP + 2,68 pmol L™ NAA) 2,44 b 3,12 ¢ 431b
T3 (MS + 8,88 umol L' BAP + 2,68 pmol L™ NAA) 2,46 b 3,52b 4,35b
T4 (MS + 8,88 umol L™ BAP + 5,36 pmol L™ NAA) 335a 435a 535a
cv% 7,54 2,77 4,15

As médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Na primeira avaliaco (aos 30 dias), o tratamento MS + 8,88 umol L' de BAP + 5,36 pmol L™
de NAA apresentou maior perfilhamento, com média de 3,35 perfilhos por explante inicial. Os demais
tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica aos 30 dias. O tratamento 1, considerado controle,
como demonstrado em todos os subcultivos, apresentou o menor perfilhamento, o que ressalta a
importancia dos reguladores vegetais na micropropagagao de Aloe vera.

Resultados semelhantes foram observados aos 60 ¢ 90 dias, isto €, maior numero de perfilhos
foi obtido quando se utilizou a combinacdo de 8,88 umol L de BAP com 5,36 pmol L de NAA.
Esses resultados evidenciam maior perfilhamento a medida que a concentragao de BAP aumenta.

O efeito benéfico do N-6-benziladenina (BA), uma citocinina com a¢do semelhante ao 6-
benzilaminopurina (BAP), na multiplicagdo de brotos de plantas do género A/oe tem sido descrita na
literatura por diversos autores (Natali et al., 1990; Richwine et al., 1995; Abrie & van Staden, 2001).
Silva & Debiasi (2002) utilizaram como fonte de explantes gemas apicais, oriundas de plantulas de
Aloe vera cultivadas in vitro em meio de cultura MS acrescido de 4,44 umol L' de BAP e obtiveram
como resultado 3,5 brotos por explante inicial, aos 30 dias de cultivo, semelhante ao encontrado no
presente trabalho.

A combinag¢io BAP (6,67 umol L") e NAA (4,03 umol L") durante a micropropagagéo de A.
vera de 16 genoétipos de procedéncias diferentes, induziu aumento do niimero de perfilhos, sendo que
aos 35 dias, a média de 1:2 foi obtida, embora tenha ocorrido a formagdo de até 1:8 (Silva et al.,
2000). Liao et al. (2004) relataram taxa de multiplicagdo maxima de 1:15 em 4 semanas, utilizando
meio de cultura MS semi-sélido com 2,0 mg L™ de BA ¢ 0,3 mg L de NAA, na micropropagagio de
Aloe vera L. var. chinensis.

Os tratamentos utilizados ndo induziram o enraizamento no periodo avaliado. Segundo Silva et
al. (2000), o processo de rizogénese em Aloe vera mostrou-se dependente do tempo de cultivo e
sugerem que a indugdo a rizogé€nese in vitro parece estar associada ao esgotamento gradativo dos
nutrientes no meio de cultura, indicando tempo médio de cultivo de 45 dias. Abrie & van Staden
(2001) relatam que plantas de Aloe polyphylla cultivadas em meio com baixa concentragdo de BA
enraizaram algumas vezes espontaneamente, mas ndo atribuem este resultado ao efeito do regulador
Oou mesmo sua concentracao.

Na instalacdo do experimento na fase II foram utilizadas apenas as plantas oriundas do
tratamento MS (controle), objetivando evitar o possivel efeito residual dos reguladores vegetais

utilizados na fase I. O tratamento 1 da fase II consistiu na repeticio do mesmo balan¢co hormonal
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considerado como sendo o melhor tratamento da fase I (caracterizacdo). Aos demais tratamentos
foram adicionadas poliaminas exogenas (espermidina e espermina), com o objetivo de avaliar
possiveis alteragdes proporcionadas pela adigao dessas substancias.

Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos para massa fresca ¢ nimero de perfilhos, nos

diferentes tratamentos aplicados em Aloe vera.

Tabela 4 . Massa fresca (planta-mae, perfilhos e rizomas) e média dos perfilhos das plantas de Aloe
vera (L.) Burm., aos 30 dias na fase II, 120 dias do inicio do experimento.

T1 T2 T3 T4

BAP + NAA Spm Spd Spm + Spd cv %
Massa fresca da 2,19a 2,04 a 2,65a 2,51 a 15,55
planta-mae
Massa fresca dos 1,00 b 1,54 ab 1,92 a 1,74 a 20,36
perfilhos
Massa fresca do 0,96 b 0,80 b 1,52 a 1,76 a 22,01
rizoma
Numero de 3,75 ¢ 2,12d 6,75b 8,50 a 16,01
perfilhos

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Os tratamentos ndo influenciaram significativamente a producdo de massa fresca da planta-
mae, por outro lado, afetou a produgcdo de massa fresca dos perfilhos, sendo as maiores médias
encontradas no tratamento contendo espermidina. A maior média da massa fresca dos rizomas foi
encontrada no tratamento contendo a combinagdo das duas poliaminas, porém nao diferiu
significativamente do tratamento contendo somente espermidina, evidenciando que a presencga dessa
poliamina no meio tende a incrementar a massa fresca de Aloe “in vitro”.

Quanto ao numero de perfilhos, o tratamento contendo a combinacdo de espermidina e
espermina diferiu estatisticamente dos demais, sugerindo que a associacdo destas poliaminas
apresentam efeito positivo sobre a emissao de perfilhos. Neste caso, nota-se também que o numero de

perfilhos foi alto também no tratamento contendo apenas espermidina como fonte de poliamina,
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indicando possivelmente que essa substancia quando usada exogenamente tende a promover maior
divisdo e crescimento celular nesta planta.

Na auséncia de poliaminas exdgenas o resultado foi similar em relagdo ao perfilhamento
encontrado aos 30 dias da instalagdo do experimento na fase I, ou seja, média de 3,35 perfilhos por
explante inicial, utilizando a mesma concentra¢ao de reguladores vegetais. Esse resultado demonstra
que o tipo de explante utilizado nao interferiu no nimero de perfilhos, pois enquanto a fase I utilizou
apices caulinares oriundos de plantas cultivadas in vivo (em condigdes de campo), na fase II utilizou-
se plantas estabelecidas in vitro. Assim, nestas analises, a adigdo de espermidina ao meio de cultura
mostrou-se eficiente na micropropagacao de Aloe vera e representa uma alternativa mais economica
em relagdo ao uso em associagdo com a espermina.

Poliaminas ex6genas em meio de cultura de plantas, representa um método simples de elevar
os niveis enddgenos de poliaminas e geralmente, tendem a promover o crescimento. A adicdo de
espermina promove aumento do conteiddo de DNA em células embriogénicas de cenoura (Takeda et
al., 2002) e aumenta o alongamento e crescimento em pinheiros (Rajasekaram & Blake, 1998).

Espermidina exdgena, assim como putrescina e agmatina, tém sido descritas por estimularem
desenvolvimento e crescimento de microplantulas de morango, sugerindo que essas substancias
podem ser um fator de crescimento (Tarenghi et al., 1995). Outros autores também correlacionam a
presenca de espermina e crescimento em calos (Sarjala et al., 1997).

Na Tabela 5 verifica-se o efeito dos tratamentos sobre a produg¢do de massa seca ao final da
fase II.

Tabela 5. Massa seca da planta-mae, perfilhos e rizomas das plantas de Aloe vera (L.) Burm., aos 30
dias na fase II, 120 dias do inicio do experimento.

T1 T2 T3 T4

BAP + NAA Spm Spd Spm + Spd cv %
Massa seca da 0,15 ab 0,12b 0,15 ab 0,18 a 20,80
planta-mae
Massa seca do 0,11b 0,08 b 0,16 a 0,16 a 17,86
rizoma
Massa seca dos 0,06 b 0,05b 0,10 a 0,11a 22,18
perfilhos

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.
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A média da massa seca da planta-mae (Tabela 5) ndo diferiu estatisticamente nos tratamentos,
mas nota-se a tendéncia de aumento na presenca de espermidina. Quanto a massa seca do rizoma e dos
perfilhos, os tratamentos 3 (MS + Spd) e 4 (MS + Spm + Spd) ndo diferiram estatisticamente, mas
apresentaram maior média.

Espermidina teve um papel importante na inducao de perfilhos e aumento de massa em Aloe
vera no presente trabalho, diferente do encontrado por Trindade & Pais (2003) quando estudaram
cultura de tecidos de E. globulus e do descrito por Arezi et al. (2000) que analisaram os niveis de
poliaminas endogenas e ndo encontraram correlacdo com formacao de agregados meristematicos em
E. camaldulensis.

A partir desses resultados, nota-se que o efeito exdgeno das poliaminas espermidina e
espermina foi positivo no crescimento ¢ perfilhamento. O efeito estimulante no crescimento e
formacdao de brotos por poliaminas exogenas tem sido comprovado e recomendado por diversos
autores (Nas, 2004).

Foi notado nesta fase do trabalho poucos indicios de oxidagao em plantas ou no meio contendo
poliaminas. Escurecimento acentuado foi observado apenas no controle, o que foi contornado com as
trocas freqiientes de meio de cultura e parece nao ter influenciado no desenvolvimento das plantas. O
escurecimento de tecidos ou do meio de cultura podem gerar danos celulares. As poliaminas,
principalmente putrescina e espermidina, foram descritas por diminuir ou amenizar os danos celulares
causados por estresse oxidativo (escurecimento) (Tang et al., 2004) e provavelmente, neste trabalho, o
bom desenvolvimento encontrado pode ser atribuido a efetividade das poliaminas contra os possiveis
danos oxidativos (prote¢do de membranas, redugdo de peroxidagdo de lipideos, prevengao de
formagdo de radicais livres) (Walters, 2003; Cowley & Walters, 2002; Mackintosh et al., 2001), além
de sua agdo no crescimento como descrito por diversos autores (Bouchereau et al., 1999; Silveira et
al., 2004).

As plantas submetidas aos tratamentos com espermidina ou espermina apresentaram emissao
de raizes durante a fase II, sugerindo possivel efeito indutor das poliaminas, quando usadas
isoladamente, pois o tratamento contendo a combinagdo das duas substincias ndo apresentou
desenvolvimento de raizes, em contrapartida, a associacdo entre espermidina e espermina promoveu
aumento no perfilhamento. Nag et al. (2001) relatam que putrescina endogena e IAA aumentaram
tanto na inducdo de raizes como na fase de iniciagdo, enquanto que os teores de espermidina e

espermina ndo apresentaram mudangas significativas nessas fases, em Vigna radiata L.. De acordo
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com Friedman et al. (1982) a aplicagdo de poliaminas exogenas ndo induz a formagdo de raizes,
diferente do relato de diversos autores que mostram a possivel essencialidade na rizogénese de
diversas espécies vegetais (Sena & Castro, 1996; Kumar et al., 1997; Bais & Ravishankar, 2002;
Neves et al., 2002).

Agazio & Zacchini (2001) descreveram a redu¢do do enraizamento e acimulo de putrescina e
espermidina, o qual foi revertido quando usaram dimetiluréia (DMTU) e atribuem este fato a
formagdo de peroxidos gerados pela acdo de poliaminaoxidase, durante a oxidacdo de espermidina e
afirmam que espermidina exdgena seria prejudicial ao processo de formagao de raizes. Lee (1997), em
trabalho com arroz, também observou que a aplicagdo de espermidina ou espermina inibiram o
alongamento das raizes. Neste trabalho, espermidina e espermina podem ter estimulado a rizogénese

em Aloe vera, como também encontrado em trabalho de Tang et al. (2004).

Conclusao

O uso de espermidina ou espermina durante a micropropagacao de Aloe vera (L.) Burm.
promoveu bom desenvolvimento das plantas e indugdo a rizogénese. A aplicagdo isolada de
espermidina mostrou-se eficiente no perfilhamento. A associacdo das duas poliaminas nao induziu a

rizogénese, porém promoveu incremento no perfilhamento.
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COMPOSTOS FENOLICOS E PEROXIDASE EM Aloe vera (L) Burm. (BABOSA)
MICROPROPAGADA

II- Poliaminas, fendis e peroxidase em Aloe vera (L.) Burm. micropropagada
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000, Botucatu, SP.

Tel: (14) 3811-6255 e-mail: mogor@ terra.com.br

? Universidade Estadual Paulista — UNESP, Profa. Dra. do Departamento de Quimica e Bioquimica,
Instituto de Biociéncias, CP 510, CEP 18.618-000, Botucatu, SP.
Tel: (14) 3811-6255 e-mail: gpplima@ ibb.unesp.Br

RESUMO: Brotacdes laterais de plantas de Aloe vera ( L.) Burm. cultivadas in vitro, por 90
dias, subcultivadas a cada 30 dias, sem adicao de reguladores vegetais, foram inoculadas em meio de
cultura MS contendo ou nao espermina e/ou espermidina. Apos 30 dias de cultivo, as plantas foram
submetidas as analises bioquimicas, comparadas entre si € com plantas micropropagadas com 90 dias
de cultivo in vitro em meio contendo BAP e NAA (denominadas caracterizagdo), bem como com
plantas matrizes (in vivo). Nas andlises bioquimicas foram avaliados os niveis de poliaminas livres,
fenois totais soluveis, flavondides totais soluveis e atividade da peroxidase. A aplicagdo exdgena de
espermina e espermidina promoveu grande numero de perfilhos, bem como aumento no teor de
putrescina e flavonoides. Putrescina apresentou as alteragdes mais significativas, podendo ser
utilizada como marcadora de morfogénese em Aloe vera micropropagada. Tecidos em ativo
crescimento apresentaram alta atividade de peroxidase, assim como aqueles com maior taxa de
oxidagdo. Nestes tecidos também ocorreu maior teor de flavonodides totais. A a¢do conjunta das

poliaminas mostrou-se benéfica para o perfilhamento.

Palavras-chave: poliaminas, compostos fendlicos, peroxidase, micropropagacao.
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I1- Polyamines, phenols and peroxidase in Aloe vera (L.) Burm. micropropagated.
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Abstract:

Lateral shoots of the Aloe vera ( L.) Burm. cultivated in vitro, without addition vegetal
regulators, with 90 days, were inoculated in MS culture-medium, containing or not spermine and/or
spermidine. After 30 days of cultivation, the plants were submitted to biochemical analysis, together
with micropropagated plants with 90 days of cultivation in vitro (denominated as caracterization) and
matrix plants (in vivo). In the bicochemical analysis were evaluated the levels of free polyamines,
total phenols, total flavonoids and the activity of peroxidase.The exogene application of spermidine
promoved large number of shoots. Spermidine and spermine in association promoved an increase in
the putrescine contents and a greater shooting, beyond a greater fresh mass and larger content of
phenols and flavonoids. The putrescine presented the most significant alterations, enabling to be
utilized as marker of morfogenese in the micropropagated Aloe vera. Tissues in active growth have
presented high activity of peroxidase, as well as those with greater rate of oxidation. In these tissues
also occured greater contents of total flavonoids, indicating the necessity of antioxidative compounds.

The joint action of polyamines seemed to be benefic for the shooting of micropropagated Aloe vera.

Key-words: polyamines, compostos phenolics, peroxidase, micropropagation
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INTRODUCAO

Os vegetais tém capacidade quase ilimitada de sintetizar substancias, que em muitos casos, sao
utilizadas como defesa contra microrganismos, insetos e herbivoros (Dempsey et al., 1993) e que
servem de modelo para a sintese de inimeros medicamentos, sendo que grande parte dos compostos
secunddrios ja isolados de plantas medicinais ainda esta para ser estudado quanto as suas atividades
bioldgicas (Stangarlin et al., 1999). Neste sentido, diversos estudos tém sido realizados na tentativa de
se obter farmacos em plantas com potencial fitoterapico, acompanhado de um significativo aumento
nos investimentos em pesquisa. O problema maior ¢ o material vegetal, o qual, devido a grande
procura, pode se tornar escasso e ainda, a dependéncia da planta do campo pode ser um entrave na
produgdo destes fitoterapicos.

A cultura de tecidos vegetais tem sido freqiientemente usada como um modelo para estudar
desenvolvimento, assim como dos metabolitos presentes, devido maior facilidade de obtengdao das
plantas, quando estabelecido um protocolo (Arnaldos et al., 2001). Substancias como poliaminas tém
sido utilizadas amplamente no cultivo in vitro, juntamente com reguladores vegetais, principalmente
as auxinas e citocininas. A adi¢do de poliaminas ao meio de cultura tem mostrado efeito estimulador
de crescimento em varias plantas (Scott et al., 1998), estando envolvidas na regulacdo do crescimento,
divisdo e diferenciagdo celular (Rajam, 1997). Durante os ultimos anos, tem sido relatadas como
eficientes antioxidantes em sistemas experimentais, exercendo este efeito através da protecdo de
componentes celulares, tais como membranas, acidos nucléicos e acidos graxos poli-insaturados, de
danos oxidativos (Lovaas, 1991; Lovaas, 1996). As poliaminas e outros reguladores vegetais podem
modular eventos morfogénicos (Altamura et al., 1993).

A espécie Aloe vera (L.) Burm. (Liliaceae), também conhecida como babosa e tendo como
sinonimia A4. barbadensis Mill., apresenta baixo rendimento no campo (Siva et al., 2000) ¢ a
micropropagacdo poderia ser um método eficaz de produgao de plantas (Hu et al., 2003). Diversos
compostos tem sido identificados em extratos de Aloe vera, incluindo polissacarideos e flavondides
(Lee et al., 2000; Zhang et al., 2001).

Os compostos fenolicos podem participar de reagcdes de manutengao do nivel adequado de
reguladores, essenciais para os diversos eventos morfogenéticos (Cvikrova et al., 1998). O papel dos
fenolicos tem sido extensivamente estudados nos ultimos anos, estando correlacionando entre as

diversas agdes, no controle do crescimento, ja que a relagdo crescimento e acimulo de alguns destes
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compostos ¢ igualmente inversa (Mader & Hanke, 1997) e podem agir como inibidores. Alguns deles
podem promover aumento na taxa de crescimento (Li et al., 1993) e prolongar a agcdo das auxinas por
inibir a a¢do do 4cido 3-indolilacético (IAA) (Krylov et al., 1994). Outra importancia relatada aos
compostos fenolicos ¢ o estudo da atividade dos flavondides, os quais desempenham importante papel
na saude humana. As propriedades dos flavonodides sdo conhecidas nos processos anti-oxidativos,
anti-microbianos, anti-mutagénicos e anti-carcinogénicos (Awad et al., 2000). Levando em
consideragdo esses fatores, tornam-se relevantes os estudos sobre as fontes naturais de flavonoides
(Oliveira et al., 1999).

As peroxidases sao enzimas que participam de reagdes oxidativas e estdo relacionadas com o
controle da auxina enddgena (Pedrefio et al., 1990). Peroxidases tem sido usadas por diversos autores,
assim como as poliaminas, como marcadoras bioquimicas de eventos morfogenéticos em plantas
cultivadas “in vitro” (Lima et al., 1999; Lima et al., 2003).

Assim, como as poliaminas podem atuar em diversas rotas metabolicas, este trabalho objetivou
estudar a participagdo da espermidina e espermina nos mecanismos de formac¢do de compostos

fenolicos, incluindo os flavondides e na atividade da peroxidase.
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MATERIAL E METODO

O material vegetal utilizado (brotagdes laterais de plantas de Aloe vera ( L.) Burm. cultivadas
in vitro, sem adicdo de reguladores vegetais, com 90 dias, foi inoculado em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) acrescido de 30 g L de sacarose, 100 mg L™ de inositol, 1,0 mg L de
tiamina ¢ 6,0 g L de 4gar, contendo 6-benzilaminopurina (BAP) e 4cido alfa-naftalenoacético (NAA)
ou poliaminas espermidina (Spd) e espermina (Spm) ¢ mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, 85% U.R., fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 1000 lux. A
solu¢dao de poliaminas foi adicionada ao meio de cultura MS, previamente autoclavado e resfriado
(aproximadamente 45°C), com o auxilio de seringa descartavel e filtros acoplaveis MILLEX® —
Millipore, contendo poros de 0,22 pum, sendo este procedimento realizado em camara de fluxo
laminar. Posteriormente, o meio de cultura foi distribuido em frascos de vidro (268 mL de capacidade)
previamente esterilizados, com 40 mL de meio em cada frasco. Apos o resfriamento completo do
meio de cultura foi realizada a inoculacdo, sendo colocada uma planta por frasco. Apods a distribuigdo
das plantas nos quatro tratamentos, contendo 5 repetigdes (cada repeticdo composta de 4 explantes), os
frascos foram distribuidos em delineamento experimental em blocos casualizados, com fotoperiodo de
16 horas, intensidade luminosa de 1000 lux, por 30 dias. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Posteriormente, as plantas foram submetidas as analises bioquimicas, juntamente com plantas
micropropagadas (90 dias de cultivo in vitro, denominadas caracterizacao) e plantas matrizes (in vivo),
perfazendo 6 tratamentos com 4 repetigdes, distribuidos em delineamento experimental em blocos ao
acaso, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (Tabela 1). As plantas
referentes aos 90 dias de cultivo in vitro (caracterizagdo), foram obtidas através da inoculagdo de
apices caulinares oriundos de brotagdes laterais de plantas in vivo (cultivadas em condigdes de campo,
no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgiocas e Agricolas (CPQBA), da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os apices caulinares foram inoculados em meio de
cultura (MS + 8,88 umol L™ de BAP + 5,36 pmol L' de NAA), o qual, a partir de experimentos
prévios, mostrou ser o melhor meio indutor de organogénese na espécie estudada. Nesta época, essas
plantas foram analisadas quanto aos teores de poliaminas enddgenas livres, flavonodides totais

soluveis, fendis totais soluveis e atividade da peroxidase.
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Para as andlises bioquimicas (poliaminas livres, flavonoides totais soluveis, fenois totais
soluveis e atividade da peroxidase), as plantas micropropagadas com 90 dias em meio MS acrescido
de BAP e NAA e aquelas com 120 dias (90 dias em meio MS sem adicdo de reguladores e cultivadas
por 30 dias em meio contendo ou ndo as poliaminas espermidina e espermina), foram separadas em
planta-mae (explante inicial), perfilhos e rizomas, enquanto as plantas matrizes (oriundas do campo)
foram separadas em epiderme e rizomas. Nas plantas matrizes o gel (mucilagem) ndo foi utilizado nas
analises, enquanto as micropropagadas foram utilizadas inteiras, ou seja, sem separagdo da epiderme
com o gel, devido a grande dificuldade de separagdo. As analises realizadas na epiderme da planta
matriz (in vivo) foram comparadas com a planta-mae (explante inicial com 90 dias de cultivo) e com
as que receberam tratamentos (auséncia ou presenca de espermidina e/ou espermina por mais 30 dias,
120 dias de cultivo). Essas andlises também foram realizadas nos respectivos rizomas. A analise dos
perfilhos foram feitas apenas nas plantas micropropagadas, tanto com 90 dias, como com 120 dias de

cultivo in vitro.

Tabela 1. Tratamentos submetidos as anélises bioquimicas.

Tratamentos

T, (plantas in vivo) Plantas Matrizes

T, (90 dias in vitro) ~ MS + 8,88 umol L™ de BAP + 5,36 umol L de NAA (caracterizagio)
Ts (120 dias in vitro) ~ MS + 8,88 umol L™ de BAP + 5,36 umol L™ de NAA

T4 (120 dias in vitro) ~ MS + 10,0 mmol. L™ Spm

Ts (120 dias in vitro) ~ MS + 10,0 mmol.L™" Spd

Te (120 dias in vitro) ~ MS + 10,0 mmol.L™ Spm + 10,0 mmol.L" Spd

Nas analises bioquimicas foram avaliados os niveis de poliaminas, fendis totais soluveis,
flavonodides totais soluveis e atividade da peroxidase, em plantas micropropagadas com 120 dias de
cultivo in vitro (com adigdo de auxina e citocinina ou poliaminas exdgenas), plantas micropropagadas

com 90 dias de cultivo in vitro (caracterizagdo) e plantas matrizes (in vivo).
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Teor de Poliaminas livres

A analise foi realizada de acordo com o método de Flores & Galston (1982) modificado por
Lima (1994). Amostras de material fresco (planta-mae, perfilhos e rizomas) de plantas
micropropagadas e amostras da planta matriz (epiderme e rizomas) foram pesadas e homogeneizadas
em 4cido perclorico 5% gelado e centrifugadas durante 20 minutos a 4°C. Aliquotas foram
transferidas para tubo de ensaio, juntamente com cloreto de dansila (diaminophtylsulfonico-CI)-(5 mg
mL™" de acetona) e de solugdo de Na,COj; saturado. Foram adicionados 100uL de prolina e os tubos
apos agitacdo foram mantidos por 30 minutos no escuro. Em seguida, 500uL de benzeno foram
adicionados e os tubos novamente agitados. Aliquotas da fase organica foram retiradas e submetidas a
cromatografia de camada delgada.

As placas empregadas (20 x 20 cm de 500ude espessura, recobertas com camada de silica gel
60G), foram ativadas a 100°C por 2 horas. Os solventes cromatograficos utilizados foram a mistura
cloroférmio:trietilamina (5:1), para a separagdo das poliaminas putrescina, espermidina e espermina.
A separagdo cromatografica foi realizada por 1 hora a 25°C, sendo todo o processo acompanhado por
luz UV. Padroes de poliaminas foram processados da mesma maneira. Apds esse processo, as placas
foram secas e as poliaminas quantificadas por espectroscopia de emissao de fluorescéncia em aparelho
VDS (Video Documentation System), através do programa Image Pro-IPW, no Laboratdrio de Fisica
e Biofisica do Instituto de Biociéncias (UNESP) - Botucatu. Os teores de poliaminas livres foram

expressos em nmol.put.g.m.f', nmol.spd.g.m.f! e nmol.spm.g.m.f".

Teor de Fenois Totais Soluaveis

A andlise foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico Folin-Denis (Horwitz,
1995). Amostras de material seco e moido de plantas micropropagadas (planta-mae, perfilhos e
rizomas) e amostras da planta matriz (epiderme e rizomas) foram coletadas, pesadas e colocadas em
tubos de centrifuga. Em cada tubo foi adicionado acetona 70% e agua destilada. Em seguida foram
levados para banho ultrassonico e centrifugados a 10.000 rpm. O sobrenadante foi colocado em
frascos e mantidos em gelo. Aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para tubos de ensaio e o volume

completado com agua destilada. Adicionou-se o reagente Folin-Denis e a solu¢do saturada de Na,COs.
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Apos agitacao dos tubos, estes foram mantidos em repouso por 45 minutos e a leitura da absorbancia

realizada a 725 nm. Os resultados foram expressos em pg fenois (acido tanico) g ms™.

Teor de Flavonoides Totais Soluveis

A analise foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico adaptado de Santos &
Blatt (1998) e Awad et al. (2000). Amostras de material fresco foram pesadas e maceradas em 20 mL
de solugdo A (metanol 70% e acido acético 10%). Posteriormente, foram levados ao banho
ultrassonico e apos filtragem, centrifugados a 10.000 rpm. Apoés a transferéncia do sobrenadante para
tubos de ensaio foram acrescentados cloreto de aluminio e &cido acético 10%, sendo em seguida
agitados e mantidos em repouso durante 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada a 425 nm e

os resultados expressos em pg flavondides (rutina/quercetina) g m.s™.

Atividade da Peroxidase (E C 1.11.1.7)

A andlise foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico de Allan et al. (1974)
modificado por Lima et al. (1999). Amostras de material fresco de plantas micropropagadas e
amostras da planta matriz foram pesados e macerados em tampao fosfato 0,2 M, pH 6,7. Apds
centrifugacdo, foi adicionada solugdo de peroxido de hidrogénio e fenol. Os tubos contendo o sistema
de reagdo foram mantidos em banho-maria por 5 minutos, sendo interrompida a reagao com adigao de
etanol absoluto. A leitura da absorbancia foi realizada a 505 nm. A atividade especifica da peroxidase

foi expressa em pmol de H,O, decomposto min" mg™ de proteina.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas com 120 dias de cultivo in vitro foram submetidas as analises bioquimicas,
juntamente com plantas com 90 dias de cultivo in vitro (caracterizagdo) e plantas matrizes (in vivo).

O maior valor de putrescina (Tabela 3) na planta-mae (in vitro) foi encontrado no tratamento
contendo a mistura das poliaminas espermidina e espermina, o qual apresentou diferencas
significativas dos demais tratamentos. Resultados semelhantes sdo encontrados quando se analisou o
teor dessa diamina nos perfilhos. Esses valores podem estar relacionados com o maior perfilhamento
obtido nesse tratamento em relagdo aos demais, sugerindo que os teores de putrescina aumentam em
tecidos em crescimento ativo (Rey et al., 1994). Diversos autores, entre eles Galston & Kaur-Sawhney
(1995), relatam que a putrescina, assim como as demais poliaminas, ¢ requerida para o crescimento e
desenvolvimento 6timo de varias plantas. Esse fato se deve provavelmente a essa amina ser a

precursora de espermidina e espermina (Bouchereau et al., 1999).

Tabela 3. Teores de putrescina na epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial)
dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro, perfilhos
(brotagdes laterais de plantas in vitro), expressos em nmol de putrescina. grama de matéria fresca™.

Planta Caract. BAP+NAA Spm Spd Spm+Spd  ¢cv%
Matriz 90 dias 120 dias 120 dias 120 dias 120 dias

Epiderme/Planta-mae 31,27 bc 45,50 bc 53,82 b 2926c¢ 28,60c 121,74 a 19,85
Rizoma 14,10c 22,58bc 176,31a 15545a 63,82b 132,85a 20,97

Perfilho 37,83 ¢ 37,00 c 37,79 ¢ 77,90b 121,60 a 14,54

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Quanto aos teores de putrescina nos perfilhos, o tratamento contendo a combinacdo de
espermidina e espermina apresentou valores mais elevados. Esse tratamento induziu maior nimero de
perfilhos (8,50) em relacdo a aplicacdo de BAP + NAA (3,75 perfilhos), espermina (2,12 perfilhos) e
espermidina (6,75 perfilhos), conseqiientemente maior atividade meristematica. Tal resultado
concorda com os de Maki et al. (1991), sugerindo que a putrescina deve agir no controle do progresso

das fases de mitose nas células, evidenciando aumento dos teores durante esse periodo. Desai &
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Metha (1985) também verificaram em explantes foliares de Passiflora sp., que os teores de putrescina
aumentaram durante a emissdo de brotagdes.

Geralmente os teores de poliaminas estdo associados com crescimento ativo dos tecidos,
Meijer & Simmonds (1988) relataram que os teores de putrescina sdo relacionados com as mudangas
ocorridas em fun¢dao do processo de diferenciagdo. Neste trabalho, na associagdo de espermina e
espermidina ocorreu maior numero de perfilhos, diferindo estatisticamente quanto ao teor de
putrescina dos demais tratamentos, apresentando valor superior. Assim, o maior valor encontrado de
putrescina no tratamento contendo as duas poliaminas pode estar relacionado com a maior emissao de
perfilhos.

Quanto aos teores de putrescina no rizoma aos 120 dias, os tratamentos contendo BAP + NAA,
espermina ¢ a combinacdo de espermina + espermidina apresentaram os maiores valores, nao

ocorrendo diferencgas significativas entre estes tratamentos.

Tabela 4. Teores de espermina na epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial)
dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro, perfilhos
(brotagdes laterais de plantas in vitro), expressos em nmol de espermina. grama de matéria fresca™.

Planta Caract. BAP+NAA  Spm Spd Spm+Spd  cv%
Matriz 90 dias 120 dias 120 dias 120 dias 120 dias

Epiderme/Planta-mde  41,73b 79,48 a 80,07 a 38,54b  30,93b 63,19a 16,36

Rizoma 46,22 31,53 ¢ 122,15a 71,61b 6048bc 50,15bc 21,29
be

Perfilho 53,69 b 53,90b 92,73a 98,59a 8590a 12,92

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Verifica-se que hd aumento dos teores de espermina na planta-mae (Tabela 4) aos 90 dias de
cultivo in vitro em relagcdo ao encontrado na epiderme da planta matriz. Resultado inverso ¢ observado
no rizoma. Os teores, nos O0rgdos analisados, foram maiores que os encontrados para putrescina.
Provavelmente, este resultado se deve ao meio de cultivo, propicio ao crescimento e desenvolvimento,
onde putrescina poderia estar sendo convertida em espermidina e espermina (Marton & Morris, 1987,
Galston & Kaur-Sawhney, 1995). Nota-se que a aplicagdo das poliaminas isoladas ou em combinagao

nao induziram aumento no teor de espermina quando comparado com o tratamento contendo BAP e



45

NAA, tanto nas folhas (epiderme/planta-mae) como no rizoma. Resultado inverso pode ser observado
nos perfilhos, que por estarem provavelmente em ativo desenvolvimento, apresentaram maiores niveis
dessa poliamina.

Scott et al. (1998) citam que as poliaminas, apesar de desempenharem papéis positivos em
varios sistemas de cultura, em alguns casos mostram-se ineficientes. Segundo Rugini et al. (1992), os
diferentes efeitos que as poliaminas apresentam para um mesmo evento podem estar relacionados com
a aplicacdo de uma concentracdo inadequada a espécie, ou a altas concentragdes endogenas ja
existentes no tecido, o que poderia explicar os resultados encontrados neste trabalho, podendo ocorrer
acdo das poliaminas oxidases, gerando peroxidos (Smith, 1985) ou mesmo a reconversdo a putrescina

(Tassoni et al. 2000).

Tabela 5. Teores de espermidina na epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial)
dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro, perfilhos
(brotagdes laterais de plantas in vitro), expressos em nmol de espermidina. grama de matéria fresca™.

Planta Caract. BAP+NAA  Spm Spd Spm+Spd  cv%
Matriz 90 dias 30 dias 30 dias 30 dias 30 dias

Epiderme/Planta-mde  33,94b 50,48 a 20,82 ¢ 23,59c¢c 13,77c¢ 33,72b 14,80
Rizoma 32,72cd  24,19d 77,40b  4521cd 47,54c 11322a 17,30

Perfilho 20,64 c 12,01 ¢ 48,98b 26,91 c 74,08a 19,06

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade

A Tabela 5 evidencia que o teor de espermidina na planta aos 90 dias de cultivo foi maior e
difere significativamente dos demais valores encontrados na epiderme/planta-mae. A aplicacao
exdgena de espermidina ndo induziu o teor endégeno ao aumento. Esse resultado, assim como do
encontrado para espermina, pode ter sido devido a época analisada, ja que essas substancias poderiam
ter sido metabolizadas, ou através de enzimas de interconversao (Tassoni et al., 2000) ou através de
enzimas oxidativas, que promovem a degradagdo dessas substancias (Smith, 1985).

O uso de poliaminas exdgenas no meio de cultura, de acordo Takeda et al., 2002 ¢ uma
maneira simples de elevar os niveis enddgenos de poliaminas e algumas vezes, induzir regeneracao.

Poliaminas exdgenas (putrescina, espermidina, espermina) isoladas ou em combinagdo,

resultaram num aumento de crescimento de calos, os quais apresentaram formacao de brotagdes e



46

raizes com maior freqiiéncia que o controle em Pinus virginiana Mill. e putrescina ou espermidina
isoladas foram os melhores tratamentos para crescimento de calos, formagdo de brotos e
enraizamento desta espécie (Tang et al., 2004). Neste trabalho, o uso de espermidina foi também o
melhor tratamento tanto para producao de massa (fresca/seca), como para inducdo de brotacao
(perfilhos), aplicada tanto isolada, quanto em combinagao com espermina.

Mader & Hanke (1997) afirmam que os niveis de putrescina livre aumentaram em cultivo in
vitro de soja, especialmente no periodo inicial, antes do crescimento se tornar restrito para a expansao
celular e a diminuicdo no teor de putrescina foi associada com o final da divisdo celular. Neste
trabalho, a putrescina apresentou as alteracdes mais significativas, podendo, neste caso, ser utilizada
como marcador bioquimico de aumento do numero de plantas.

O teor de fenodis em plantas cultivadas in vitro com 90 dias (caracterizacdo) foram maiores na
folha da planta-mae, quando comparados com os demais tratamentos e a aplicacdo exdgena de
espermina induziu valores semelhantes significativamente. Quando utilizou-se espermina combinada
com espermidina, os tecidos analisados mostraram os menores teores de fendis totais soluveis. Quanto
ao rizoma, a mesma tendéncia pode ser observada, porém os menores teores sao verificados na planta
matriz. Em relagdo aos perfilhos, aqueles cultivados em meio contendo espermina e espermidina
combinadas e aplicadas exdgenamente, mostraram valores altos, menores apenas que a planta
cultivada in vitro com 90 dias.

Nota-se que ocorreu correlagdo inversa entre os teores de fenodis, aplicagdo de poliaminas
exdgenas e crescimento (massa seca e numero de perfilhos). Uma das fun¢des dos fenodis esta
relacionada com a modulagcdo do desenvolvimento vegetal, pela regulagdo do catabolismo do éacido
indolacético (IAA) e outra funcdo importante estd relacionada com o aumento da rigidez da parede
celular e conseqiientemente, a formagao das ligagdes fenolicas com compostos da parede e a perda da
extensibilidade, diminuindo o crescimento celular (Volpert et al., 1995; Kroon & Williamson, 1999;
Arnaldos et al., 2001).

O teor de fendis encontrado nos tratamentos contendo poliaminas exdgenas estd de acordo com
o papel dos fendis descrito na literatura, isto €, ha uma relagdo inversa com o potencial de crescimento
(Nakamura et al., 1998) e as poliaminas como sdao compostos relacionados com o crescimento de
células e tecidos, promoveram o resultado esperado. Plantas cultivadas em meio contendo BAP e
NAA aos 120 dias apresentaram menor indice de massa e nimero de perfilhos, se comparadas com as

cultivadas em meio contendo espermidina combinada ou ndo com espermina, apresentando o maior
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teor de fendis totais. Este teor encontrado pode também ser devido a presenca da auxina no meio de
cultura, ja que os fenois estdo relacionados com este regulador (Arnaldos et al., 2001).
A associagdo de espermina e espermidina exdgenas promoveram o maior numero de perfilhos

(8,50) e apresentou também baixo teor de fenodis totais, além do maior teor de putrescina.

Tabela 6. Teores de fenois totais na epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial)
dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos
(brotagdes laterais de plantas in vitro), expressos em pg fenois (4cido tdnico). grama de matéria seca™.

Planta Caract. BAP+NAA  Spm Spd Spm+Spd  ¢cv%
Matriz 90 dias 120 dias 120 dias 120 dias 120 dias

Epiderme/Planta-mde 97,25b 173,10a 117,60b 137,62 ab 101,75b 119,87b 15,03
Rizoma 32,10c 119,37a  88,60b  128,25a 92,60b  79,62b 12,77

Perfilho 139,37a  79,37b 85,92b 98,50ab 107,50 ab 20,85

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade

Os compostos fendlicos sdo substratos principais de peroxidases, enzimas relacionadas com o

crescimento e organogénese (De Klerk, 1996; Kanmegne & Omokolo, 2003).

Tabela 7. Atividade de peroxidase na folha (epiderme) da planta matriz (in vivo) e planta-mae
(explante inicial) dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro;
perfilhos (brotacdes laterais de plantas in vitro), expressos em pmol de H,O, decomposto. min.'mg.
de proteina™.

Planta Caract. BAP+NAA  Spm Spd Spm+Spd  cv%
Matriz 90 dias 120 dias 120 dias 120 dias 120 dias

Epiderme/planta-mae 0,166a 0,144 a 0,040c  0,080bc 0,069c 0,122ab 21,38
Rizoma 0,123d 0,395bc 0,751 a 0,516b 0,269cd 0,471bc 21,35

Perfilho 0,030 ¢ 0,047 ¢ 0,064c 046la 0,138b 15,95

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

As maiores atividades da enzima peroxidase (Tabela 7) ocorreram na epiderme da planta
matriz, na caracterizagdo e no uso exogeno da combinacdo das poliaminas espermidina e espermina.
Entre as fung¢des atribuidas as peroxidases em plantas, estdo aquelas relacionadas ao estresse (Castillo,

1992). Em relagdo a planta matriz (cultivada em condigdes de campo e analisada 6 horas apos a
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coleta, devido ao transporte do material vegetal, mesmo que em condi¢des de temperatura baixa), a
alta atividade observada tanto nas folhas como no rizoma poderia ser atribuida ao possivel estresse
causado pelos fatores externos. J4 em relagdo ao aumento verificado na caracterizagdo, este fato
poderia ser devido as sucessivas subculturas ou manipulagdo. Aumento de atividade da peroxidase
durante a subcultura de tecidos in vitro também foi noticiada por Laukkanen et al. (1999) em Pinus
sylvestris, onde observaram que durante a transferéncia de meios, os tecidos apresentaram maior
atividade da peroxidase e os autores ainda atribuem que esse aumento poderia estar relacionado com a
lignificagdo das células.

Nos rizomas, nota-se os maiores valores para atividade da peroxidase em todas as plantas in
vitro. Foi verificada a presenca de oxidacdo em todos os rizomas testados (escurecimento), tanto na
caracterizagdo, provenientes de 90 dias de cultivo in vitro, como nos tratamentos contendo BAP +
NAA e aqueles contendo espermina e/ou espermidina exogena.

Devido a taxa de oxidag¢do observada, nao foi retirado o rizoma durante os subcultivos
referentes a caracterizagdo, pois em experimentos prévios foi observado que a retirada dos rizomas
acentuavam a oxidacdo. A atividade da peroxidase apresenta alteracdes em tecidos com oxidacao e/ou
necrosados. A atividade desta enzima, assim como da polifenoloxidase (capazes de catalisar a
formacao e polimerizagdo de quinonas de compostos fenolicos) muda significativamente durante o
cultivo in vitro. Tal polimerizacdo pode causar o escurecimento dos tecidos, pela conversao dos
precursores coloridos em polimeros marrons e a atividade de enzimas oxidativas aumenta durante esse
processo (Laukkamen et al., 1999). Provavelmente, neste trabalho, a alta atividade da peroxidase em
rizomas esta relacionada com a formacgao de compostos oxidados, que tornariam o rizoma escurecido,
sendo também exsudado para o meio de cultura. A opc¢ao de ndo separar o rizoma da planta durante a
subcultura foi porque ao seccionarmos o material vegetal, os conteudos do citoplasma e vacuolos
seriam misturados, os compostos fenolicos poderiam ser oxidados e poderiam modificar a cinética de
enzimas importantes para o metabolismo da planta, alterando seu desenvolvimento e resultando num
maior escurecimento € danos, os quais poderiam ser letais para os explantes, como também descrito
por Compton & Preece, 1986 e Laukkanen et al., 2000.

As poliaminas sdo descritas como substancias que podem prevenir ou diminuir a oxidacao,
agindo como possivel antioxidante (Lovaas, 1996) e provavelmente, poderiam interferir na atividade
da peroxidase. Nas folhas de Aloe vera, verifica-se que na aplicacdo de espermina ou espermidina

isoladas ndo ocorreu diferengas, o mesmo para o tratamento contendo BAP + NAA, porém
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apresentaram atividade menor em relacdo a aplicagdo da mistura das duas poliaminas. A alta atividade
observada neste tratamento poderia ser relacionada com o ativo crescimento observado neste
tratamento, tanto para folhas, como para os perfilhos, pois a peroxidase tem sido descrita na literatura
como possivel marcador de organogénese (Kanmegne & Omokolo, 2003; Bonfill et al., 2003; De
Klerk, 1996), apresentando alteragdes na atividade antes dos eventos morfogénicos se manifestarem
(Gaspar et al., 1996; Anderson et al., 1986) e no caso especifico de perfilhos, o tratamento com
espermina ¢ espermidina foi o que induziu maior numero de perfilhos, maior teor de putrescina e
apresentou alta atividade da enzima, podendo neste caso a enzima peroxidase ser também tomada
como indicador de crescimento ativo em Aloe vera. Por outro lado, como descrito em Kanmegne &
Omokolo (2003), parece que cada evento morfogenético que ocorre (calogénese, rizogénese, formagao
de brotos, etc.) estaria caracterizado por um padrao de isoperoxidase especifico, necessitando neste
caso de estudos mais aprofundados sobre o papel bioquimico de peroxidases acidas e basicas.

Os teores de flavonoides encontrados no presente estudo (Tabelas 8 e 9), principalmente nos
rizomas de plantas tratadas com espermidina e a associagdo de espermina e espermidina foram
maiores que o relatado em maca por Awad et al. (2000), fruto que apresenta grandes niveis dessas
substancias. Tanto com base em quercetina ou rutina, nota-se que a aplicacdo de espermidina e a
associagdo de espermina e espermidina induziram teores elevados de flavonoides nas folhas da planta-

mae.

Tabela 8. Teores de quercetina na folha (epiderme) da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante
inicial) dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos
(brotagdes laterais de plantas in vitro), expressos em pg fenois (4cido tAnico). grama de matéria seca™.

Planta Caract. BAP+NAA  Spm Spd Spm+Spd  ¢cv%
Matriz 90 dias 120 dias 120 dias 120 dias 120 dias

Epiderme/Planta-mae 1,99 ab 1,56 bc 1,70 bc 1,16 ¢ 1,94 ab 228a 16,42
Rizoma 1,66 ¢ 3,49b 3,28b 470ab  6,06a 5,68 a 14,87

Perfilho 1,46 bc 1,98 ab 1,22 ¢ 1,35 be 2,59 a 14,54

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Resultados semelhantes sdo observados no rizoma, enquanto que nos perfilhos apenas a

associagdo das duas poliaminas promoveu os maiores valores. Nos rizomas, onde foi também
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observada alta atividade da peroxidase, por provavelmente estarem relacionadas com estresse, os
niveis de flavonodides pode ter sido maior devido a alta taxa de oxidacdo observada no tecido,
causando o escurecimento. O aumento poderia estar relacionado com o possivel papel antioxidante
dessas substancias. Esse efeito pode ser devido principalmente as espécies reativas de oxigénio
(ROS), envolvendo radical superoxido (O;’), radical hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H,0,),
sendo o peroxido o maior contribuinte para as ROS (Apel & Hirt, 2004). Starzyinsk et al. (2003)
encontraram correlagdo positiva entre o conteido de flavondides em brocolis e a atividade antiradical
livre, medida via DPPH (1,1-difenil-2-picritidrazil), indicando que os fendis soltiveis analisados tem
um papel importante como componente do sistema antioxidante. Possivelmente, os teores encontrados
neste trabalho estejam relacionados com a protecao aos tecidos do rizoma, 6rgao que apresentou

maior nivel de oxidacao nestas plantas estudadas.

Tabela 9. Teores de rutina na folha (epiderme) da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante
inicial) dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos
(brotagdes laterais de plantas in vitro), expressos em pg fenois (4cido tAnico). grama de matéria seca™.

Planta Caract. BAP+NAA  Spm Spd Spm+Spd  cv%
Matriz 90 dias 120 dias 120 dias 120 dias 120 dias

Epiderme/Planta-mae 3,10 ab 2,52 ab 2,54 ab 2,12b 3,50 a 3,57a 20,53
Rizoma 2,92 ¢ 5,18 be 4,79 ¢ 540bc 8,43 a 7,90ab 21,10

Perfilho 2,55 be 3,35 ab 1,95¢ 2,46 be 4,47 a 17,57

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Nos perfilhos, os maiores teores de flavonoides sdo observados nos tratamentos que usaram a
combinacdo das duas poliaminas e que apresentaram maior perfilhamento, assim como maior teor de
putrescina. provavelmente essa combinagdo e os teores usados das poliaminas tenham proporcionado
um sistema conveniente de crescimento, além da possivel protegdo dos tecidos contra danos
oxidativos gerados por exudatos do rizoma, podendo ter promovido aumento dos flavonoides.

Outra relagdo que poderia ser citada ¢ a dos flavonodides e IAA, ja que os flavondides parecem
proteger esse regulador (Wagner et al., 1998). Diversos trabalhos mostram a a¢do de flavonodides
especificos (quercetina e rutina) inibindo IAA oxidase em altas concentragdes, mas que podem

acelerar a catalise do IAA em baixas concentragcdes (Mathesius, 2001). Os flavondides que inibem a
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atividade da IAA oxidase poderiam agir como um substrato alternativo para a peroxidase, protegendo
o IAA de oxidagdo (Kefeli & Dashek, 1984), favorecendo o crescimento. Os flavonoides também
podem inibir a oxida¢do do IAA pela remocao de peroxido de hidrogénio, o qual ¢ produzido na agao
oxidativa que precede a atividade da peroxidase e ¢ necessario para oxidagdo do IAA (Galston et al.,
1950).

Assim, os maiores teores de flavondides encontrados encontrados no rizoma poderiam estar
relacionados com os danos oxidativos, tentando preservar o tecido, pois 0 mesmo apresentava-se
escurecido externamente, porém internamente, no local onde cresciam os perfilhos, o tecido estava
sem sinais de oxidacdo.

Os valores observados nos perfilhos no tratamento contendo a combinagdo de espermidina e
espermina, poderia estar relacionado ao ativo crescimento encontrado, além da possibilidade da agao
conjunta das poliaminas e flavonoides parece ter sido benéfica para o perfilhamento de Aloe vera

micropropagada.

CONCLUSAO

Ocorreu correlagdo inversa entre teores de fenois, aplicagao de poliaminas e desenvolvimento

de plantas de Aloe vera (L.) Burm. in vitro. A acdo conjunta das poliaminas mostrou-se benéfica para

o perfilhamento.
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