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RESUMO

PEROTTI, Janieli Cristina. Multiplicagao in vitro e producdo de betacianina em
Alternanthera philoxeroides cultivadas sob efeito de elicitores abidticos. 2010. 63 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduagdo em Fisiologia Vegetal.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Betacianinas sao pigmentos nitrogenados pertencentes a classe das betalainas,
restritas a espécies da Ordem Caryophilalles e algumas espécies de fungos. Entre as
plantas que possuem estes pigmentos ha a espécie Alternanthera philoxeroides,
pertencente a familia Amaranthaceae. As betacianinas sdao amplamente utilizadas como
aditivos de produtos alimenticios e medicamentos devido a sua comprovada acao
antioxidante e auséncia de toxicidade, desta forma, torna-se importante maximizar e
padronizar a producdo deste composto. Os jasmonatos tém um importante papel no
processo de tradugcdo de sinais que regulam os genes de defesa nas plantas. Desta
forma, estdo sendo amplamente utilizados como agentes estimuladores para a produgéao
de diversos metabdlitos secundarios. A manipulacdo das concentragcbes dos
microelementos no meio de cultura também tem representado uma boa estratégia para
aumentar a producdo de metabdlitos secundarios em cultura de tecidos vegetais. Tais
elementos tém sido considerados elicitores abidticos ou fatores de inducdo que
desencadeiam a formagao de metabdlitos secundarios. Diante do exposto, pretendeu-se
verificar a acao dos elicitores abibticos CuSO,4, Fe-EDTA e Metil jasmonato (MeJA) na
producdo de betacianina e na multiplicacao de plantas de A. philoxeroides cultivadas in
vitro. Para isso, segmentos nodais foram inoculados em meio MS basico com diferentes
concentragdes de CuSOy4 (0; 25; 75; 125; 175; 200 uM), Fe-EDTA (0; 75; 150; 300; 450
uM) e MeJA (0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 pM). Os experimentos foram conduzidos



separadamente e em cada um avaliados o numero de brotos e gemas, comprimento dos
brotos e das raizes, massa fresca da parte aérea e teor de betacianina. Os elicitores
testados apresentaram efeitos positivos na producdo de betacianina, aumentando em
60% o teor de betacianina com adicdo de CuSQy4, 140% com Fe-EDTA e 300% com
MeJA. Baixas concentragdes de Fe-EDTA (25 -75 uM) e CuSO4 (75 uM) estimularam o
crescimento radicular e altas concentracdes, superiores a 75 uM em ambos elicitores e
10 uM em MeJA diminuiram nitidamente o crescimento das plantas, apresentando efeito
de toxicidade nas concentrac¢des de 450 uM de Fe-EDTA, 200 pM de CuSO4 e 100 uM de
MeJA. Estes resultados demonstram o efeito positivo da elicitacdo com MeJA, CuSO, e
Fe-EDTA na producédo de betacianina, porém aplicacdes em altas concentracbes sao
deletérias para o crescimento das plantas.

Palavras-chave: cultivo in vitro, plantas medicinais, betalaina, CuSQ,4, Fe-EDTA,

metil jasmonato, elicitagéo.



ABSTRACT

PEROTTI, Janieli Cristina. In vitro multiplication and production of betacyanin in
Alternanthera philoxeroides grown under the effect of abiotic elicitors. 2010. 63 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Post-Graduation Program in Vegetal Physiology. Federal
University of Pelotas, Pelotas.

Betacyanins are nitrogen-containing pigments belonging to the class of the
Betalains, restricted to species of the Caryophyllales order and some species of fungi.
Among the plants that have these pigments there is the Alternanthera philoxeroides
species, belonging to the Amaranthaceae family. Betacyanins are widely used as additives
for food and drugs products because of their antioxidant activity and absence of toxicity,
thus becomes important to maximize and standardize this compound production. The
jasmonate play a central role in the process of signal transduction regaling defense genes
in the plants. Thus they are widely used as stimulating agents for production of a range of
secondary metabolites. Manipulation of concentrations of trace elements in the culture
medium has also represented a good strategy to increase the production of secondary
metabolites in plant tissue culture. Such elements have been considered abiotic elicitor or
induction factors that trigger the formation of secondary metabolites. Given the above, we
sought to verify the action of abiotic elicitors CuSO4, Fe-EDTA, and methyl jasmonate
(MeJA) in the betacyanin production and the multiplication of plants of A. philoxeroides
cultured in vitro. For this, nodal shape were inoculated on MS medium basic with different
concentrations of CuSO4 (0; 25; 75; 125; 175; 200 uM), Fe-EDTA (0; 75; 150; 300; 450
uM) and MedJA (0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 uM). The experiments were conducted separately
and in each one it was evaluated the number of shoots and buds, length of shoots and
roots, fresh weight of shoots and betacyanin content. The elicitors tested had positive
effects on betacyanin production, increasing by 60% the level of betacyanin with the
addition of CuSQg, 140% with Fe-EDTA and 300% with MeJA. Low concentrations of Fe-
EDTA (25-75 yM) and CuSO4 (75 uM) stimulated root growth and high concentrations
above 75 puM in both elicitors and 10 uM in MeJA significantly decreased plant growth,
showing the effect of toxicity concentrations of 450 mM Fe-EDTA, 200 mM of CuSO4 and
100 mM of MeJA. These results demonstrate the positive effect of elicitation with MeJA,
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CuS0O4 and Fe-EDTA in the betacyanin production, but applications in high concentrations
are deleterious to the growth of the plant.

Keywords: In vitro culture, medicinal plants, betalains, CuSO4, Fe-EDTA, methyl

jasmonate, elicitation.
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1. INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos ocorre ha séculos, no
entanto, sdo poucos 0s avangas para maximizar a producdo de plantas
medicinais e seus principios ativos. O Brasil apresenta um grande potencial
para a producdo de medicamentos, pois é considerado o pais com maior
diversidade genética do mundo, porém a conversao das plantas e de suas
partes, cujo valor medicinal ja tenha sido comprovado cientificamente em
farmacos para a populacao, defronta-se com a dificuldade na obtencdo da
matéria prima com qualidade e quantidade necessaria.

Como esses compostos sdo utilizados em grandes quantidades a
producdo pelas plantas nem sempre € satisfatoria. Os compostos
frequentemente estao restritos a uma espécie ou género e muitas vezes podem
ser ativados somente durante uma determinada fase do crescimento ou um
estadio do desenvolvimento vegetal, ou ainda em estacdes especificas do ano,
sob condicées de estresse ou de disponibilidade de nutrientes (LOURENCO,
2003).

A biotecnologia vegetal pode contribuir para reverter esta situacéo
através da cultura de tecidos vegetais, pois se torna possivel produzir plantas
de interesse em larga escala, aumentar producao dos metabdlitos secundarios,
além de disponibilizar plantas com elevada qualidade genética e fitossanitaria
evitando assim o extrativismo descontrolado que vem ocorrendo ao longo dos
tempos.

Alguns estudos fitoquimicos feitos com espécies do género
Alternanthera demonstraram a presenca de flavonodides, antraquinonas,
cromoalcaloides, betalainas, saponinas, triterpenos, esterdides, entre outros,
responsaveis por varias atividades medicinais (SILVEIRA, 2000; SALVADOR,;
DIAS, 2004; SILVA et al., 2005).

Betacianinas sdo pigmentos nitrogenados de coloracdo vermelho-
violeta, pertencentes a classe das betalainas (STRACK et al., 2003; VOLP et
al., 2009). Estes pigmentos tém sido amplamente utilizados como aditivos de

produtos alimenticios e medicamentos devido a sua comprovada acao



11

antioxidante e auséncia de toxicidade, desta forma, torna-se importante
maximizar e padronizar a produ¢ao deste composto.

A presente dissertagcdo esta dividida em trés artigos, cada artigo
referente a agcdo de um elicitor abi6tico na multiplicacéo in vitro e producao de

betacianina em Alternanthera philoxeroides.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

Segundo a Organizacdao Mundial de saude, planta medicinal € qualquer
planta que possua em um ou varios de seus 6rgaos, substancias usadas com
finalidade terapéutica, ou que estas substancias sejam ponto de partida para a
sintese de produtos quimicos e farmacéuticos. Estas substancias séao
produzidas pelo metabolismo secundario das plantas e, segundo Taiz (2004),
apresentam funcdes ecoldgicas importantes, pois protegem as plantas contra
herbivoros e infeccdo por microorganismos patogénicos; agem como atrativos
para animais polinizadores e dispersores de sementes, bem como, agentes na
competicao planta-planta.

A utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica generalizada na
medicina popular, € o resultado do acumulo secular de conhecimentos
empiricos sobre a acdo dos vegetais, por diversos grupos étnicos. No Brasil,
tem origem na cultura dos diversos grupos indigenas que habitavam o pais e
pela contribuicdo trazida pelos escravos e imigrantes (SIMOES et al., 1998).

As plantas medicinais sdo uma fonte importante de produtos
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a
sintese de um grande numero de farmacos. No entanto, ocorrem algumas
dificuldades na obtencdo de matéria prima pois, muitas vezes, as espécies
medicinais de interesse sdo coletadas de seu habitat natural
indiscriminadamente, na maioria das vezes sem identificacdo adequada e nao
respeitando a época de coleta. As plantas sdo secas de maneira precaria,
perdendo as substancias ativas. Como resultado deste descaso, ocorre a falta
de qualidade no produto final adquirido e a quase exaustdo dos produtos
naturais (FURLAN, 1996). Outra limitagdo esta relacionada a complexidade do
processo de avaliagdo dos produtos naturais pela presenca de misturas
bioldgicas de dificil caracterizacdo. Embora muitos compostos derivados de
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plantas medicinais possam ser sintetizados em laboratério, tal sintese é
freqientemente tdo complexa que os rendimentos sdo baixos e a producao
economicamente inviavel. Por outro lado, alguns compostos também originados

de plantas nunca foram quimicamente sintetizados (FRANCA, 2004).

2.2 Alternanthera philoxeroides

Existem aproximadamente 80 espécies do género Alternanthera Forsk,
pertencente a familia Amaranthaceae, destas, 30 ocorrem no Brasil e dez no
Rio Grande do Sul (SIQUEIRA, 1995).

No género Alternathera foram encontrados flavondides, antraquinonas,
cromoalcaloides, betalainas, saponinas, triterpenos e esterdides (SILVEIRA,
2000; SALVADOR; DIAS, 2004; SILVA et al., 2005). Devido a sua constituicao
quimica estas espécies vém sendo utilizadas no tratamento de infecgdes virais,
como hepatite, herpes simples, febre hemorragica e influenza, distarbios
gastricos, hepaticos, renais e do aparelho respiratério, além do uso como
agente emoliente, antidiarréico, antiinflamatério, vermifugo, antimicrobiano e
analgésico (LAGROTA et al., 1994; CALDERON et al., 1997; SOUZA et al.,
1998; MACEDO et al., 1999).

A. philoxeroides (Mart) Griseb., conhecida popularmente como erva-de-
jacaré, bredo-dagua entre outros, € uma planta perene, anfibia, cresce
abundantemente em diferentes ecossistemas, tanto aquaticos, semi-aquaticos,
terrestres e até mesmo extremamente secos, como dunas (GAO et al., 2007).
Espécie seletiva higréfita e helidfita € uma erva bastante variavel, muitas vezes
provida de caule roxo, alcangando comumente 1 m de altura. Sua floracao
ocorre de dezembro até abril (REITZ, 1972; LORENZI, 2002). Esta espécie
nativa da América do Sul é considerada uma erva daninha agressiva, em
muitas partes do mundo, devido a sua habilidade de competir com outras
plantas nativas e tem se tornado uma ameaca séria para ecossistemas
aquaticos (POMELLA, 2007). Sua ocorréncia é irregular e descontinua,
restringindo-se preferencialmente em solos lodosos de todo o Brasil. Em sua

constituicdo quimica foram encontrados flavondides glicosilados, saponinas e
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betalainas conferindo-lhe acédo antitumoral e antiviral contra HSV-1, HSV-2,
citomegalovirus, virus do sarampo, virus MUMPS e HIV (Human-
Immunodeficiency-virus) (SI-MAN et al., 1988; FANG et al., 2007; FANG et al.
2009; RATTANATHONGKOM et al., 2009).

2.3 Betacianina

Betalainas sdo compostos nitrogenados N-heterociclicos soluveis em
agua, localizados nos vacuolos das plantas. Sdo pigmentos que se acumulam
nas flores, frutos e ocasionalmente em tecidos vegetais de plantas. Entre as
plantas, a ocorréncia das betalainas é restrita a 10 familias da ordem
Caryophyllales e podem ser encontradas em alguns géneros de fungo como a
Amanita, Hygrosporus e Hygrocybe (VOLP et al., 2009).

A estrutura quimica geral das betalainas contém o acido betalamico
acompanhado de um radical que pode ser de um simples hidrogénio a um
complexo substituinte. A variacdo desses grupos é em funcédo das diferentes
fontes de onde podem ser obtidos esses pigmentos e determinam sua
tonalidade e estabilidade. Desta forma, as betalainas podem ser divididas em
dois grupos estruturais: as betacianinas (vermelho violeta), que apresentam
como radical glicose ou acido glucorbnico e as betaxantinas (amarelo), que
possuem um anel di-hidropirinico. Das 70 betalainas conhecidas, 50 delas sédo
betacianinas e 20 betaxantinas. As betacianinas podem ainda ser classificadas
quimicamente em quatro tipos: betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina
(STRACK et al., 2003; VOLP et al., 2009).

A cor das betacianinas € semelhante a das antocianinas, assim, as
betacianinas foram erroneamente consideradas antocianinas, porém as
estruturas quimicas das betacianinas e antocianinas sao diferentes e elas
podem ser facilmente distinguidas pelas seguintes caracteristicas: (1) as
antocianinas geralmente tém absorcdo méaxima de 270-280 nm, onde as
betacianinas tém pouca ou nenhuma absorcdo; (2) as antocianinas sao
facilmente extraidas por metanol e dificilmente pela agua, ja as betacianinas
sao facilmente extraidas pela agua e dificiilmente por solventes orgéanicos; (3)

durante a eletroforese em uma solucdo aquosa fracamente acida, as
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antocianinas movem-se para o anodo e as betacianinas para o catodo (WANG
et al., 2006).

As betalainas sado incapazes de converter flavona 3,4-diols para
antocianidina, ao invés disso elas convertem tirosina via Dopa e uma série de
metabdlitos intermediarios para betacianinas e betaxantinas, sendo assim, as
betalainas tém sido consideradas importantes marcadores quimiotaxonémicos,
pois estes pigmentos ndo tem sido encontrados juntamente com antocianinas
na mesma planta ( STAFFORD, 1994).

O emprego das betalainas como aditivo para produtos alimenticios,
drogas e cosméticos vem crescendo amplamente, além de apresentar atividade
antioxidante €& um eficiente colorante natural e apresentar auséncia de
toxicidade (STRACK et al., 2003; CAl et al., 2005; AZEREDO; 2009; VOLP et
al., 2009).

2.4 Cultura de Tecidos Vegetais

As técnicas de cultura de tecidos vegetais podem contribuir para
estudos do metabolismo e producado de metabdlitos secundarios, pois permite
interferir nas rotas metabdlicas mediante o cultivo de plantas em meio
preparado com agentes estressantes, elicitores e mutagénicos, que afetam
quantitativa e qualitativamente os principios ativos, e alteram a composicao
e/ou o teor destes metabdlitos (WANG et al., 2001; KIM et al., 2002; SILVA et
al., 2005; WANG et al., 2007).

A cultura de células vegetais constitui uma fonte potencial de sintese de
moléculas altamente valiosas as industrias de alimentos, cosméticos, farmacos
e téxteis, as quais tém utilizado as plantas como matéria prima basica para
seus produtos. No entanto, a produtividade de compostos fitoterapicos é menor
em cultura de células se comparada a tecidos sintetizadores nas plantas. Isto
ocorre devido a falta de diferenciacao das células em suspensodes e cultura de
calo em tecidos e 6rgdos. Acredita-se que isso seja devido a distribuicao
insuficiente de enzimas necessarias para a sintese e o acumulo de metabdlitos
secundarios ou, simplesmente, pelo estado de ndo totipoténcia das células
desenvolvidas em tais culturas (VERPOORTE et al., 2000; BOURGAUD et al.,
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2001; RAO; RAVISHANKAR, 2002). Por isso, muitos estudos estdo sendo feitos
na tentativa de otimizar os meios de crescimento e producdo ou ainda
selecionando-se linhagens celulares mais produtoras. Além destas outras
abordagens como o crescimento de células diferenciadas (cultura de raizes e
brotos) e a inducdo de rotas biossintéticas utilizando-se estimuladores sao
estratégias que tém mostrado excelentes resultados dentro da cultura de
tecidos vegetais (LOURENCO, 2003).

2.5 Elicitores

Elicitores sdo compostos ou tratamentos que induzem as plantas a
sintetizarem fitoalexinas em niveis elevados, que podem induzir mudancas
fisiolégicas no organismo. O efeito dos estimuladores depende de muitos
fatores, tais como: a especificidade do elicitor, a concentracdo, o estagio de
crescimento da cultura no momento da estimulacdo, o periodo de contato da
cultura com o estimulador e o tempo de estimulagéo. Os elicitores podem ser de
dois tipos: abibticos, de origem nao bioldgica tais como metais pesados, luz
ultravioleta, ions e componentes inorganicos; ou bibticos, de origem bioldgica,
como material de parede de fungos, bactérias, virus ou herbivoros, bem como
componentes quimicos que sao liberados no local do ataque do patégeno
(LOURENCO, 2003; ZHAO et al., 2005; VASCONSUELO; BOLAND, 2007).

O mecanismo de acdo entre os estimuladores bidticos e abidticos €
diferente e complexo, existindo muitas hipoteses com relacéo a forma de acao
de cada tipo. Assim, o efeito de um elicitor sobre as células ou tecidos vegetais
nao é totalmente conhecido. A ligacdo do elicitor com os receptores localizados
na membrana plasmatica sucede a ativagdo da proteina-G, que por sua vez,
media a estimulagao da adenilil ciclase e fosfolipase — C. Ocorre 0 aumento do
nivel de mensageiros secundarios acoplados a ativacdo de suas quinases alvo
e mudancas das concentracdes de Ca** (envolvimento do fluxo de Ca** pela
membrana plasmatica ou reservas intracelulares). Como consequiéncia, ocorre
uma rapida ativagdo em cascata da proteina quinase que induz mudancas na
fosforilacdo das MAPKs (Proteinas quinases ativadas por mitdbgeno) e, em

alguns casos, sua translocacdo para o nucleo e, finalmente, a ativacdo da
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transcricdo de enzimas que participam das rotas sintéticas de metabdlitos
secundarios (VASCONSUELO; BOLAND, 2007).

Os jasmonatos tém um importante papel no processo de traducao de
sinais que regulam os genes de defesa nas plantas. Desta forma, estdo sendo
amplamente utilizados como agentes estimuladores para a producdo de
diversos metabdlitos secundarios (DING et al, 2004; SURESH et al., 2004;
CHEN et al, 2006; BAUER et al, 2009).

A manipulacdo das concentracées dos microelementos no meio de
cultura também tem representado uma boa estratégia para aumentar a
producdo de metabdlitos secundarios em cultura de tecidos vegetais (TREJO-
TAPIA et al., 2001; AKITA et al., 2002; NARULA et al., 2005). Tais elementos
tém sido considerados elicitores abibdticos ou fatores de inducdo que
desencadeiam a formacéo de metabdlitos secundarios.
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ARTIGO 1 — REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS

Efeito do CuSO, na multiplicacao in vitro e producao de betacianina em
Alternanthera philoxeroides (Mart) Griseb.

PEROTTI, J. C.": PETERS, J. A.": BACARIN, M. A.": BRAGA, E. J.B."

! Universidade Federal de Pelotas, Instituto de Biologia, Departamento de
Botanica, Pelotas, RS, 960010-900, Brasil

RESUMO: A manipulagdo da concentracdo dos microelementos no meio de cultura tem
representado uma boa estratégia para aumentar a producdo de metabdlitos secundarios
em cultura de tecidos. As betacianinas sao pigmentos nitrogenados, restritos as espécies
da ordem Caryophylalles, devido a sua comprovada agdo antioxidante e auséncia de
toxicidade, vém sendo amplamente utilizadas como aditivos de alimentos e farmacos.
Este trabalho teve o objetivo de demonstrar a influéncia do sulfato de cobre na producao
de betacianina e na multiplicacdo de plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in
vitro. Segmentos nodais foram inoculados em meio MS basico com diferentes
concentracbes de CuSO4 (0; 25; 75; 125; 175; 200 uM). Apds 35 dias de cultivo foi
avaliado o numero de brotos e gemas, altura, comprimento das raizes, massa fresca da

parte aérea e producao de betacianina. Concentragdes acima de 75 uM diminuiram a

* E-mail para correspondéncia: janieliperotti @ yahoo.com.br
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altura das plantas, o niumero de brotos e gemas e o crescimento radicular, enquanto na
concentracdo de 125 uM houve a maior producdo de massa fresca. A produgcdo de
betacianina aumentou 60% em relacdo ao controle com 175 uM de CuSO,. Ocorreu
crescimento das plantas em todas as concentracdes de CuSO, testadas, com excecao de
200 uM, que foi totalmente tdxica. Estes resultados demonstram o efeito positivo da
elicitacdo com CuSO4 na producdo de betacianina, porém altas concentracées sao

deletérias para o crescimento das plantas.

Palavras-chave: Estresse abiotico, sulfato de cobre, cultivo in vitro, erva-de-jacaré,

metabolismo secundario

Effect of CuSO4 on in vitro propagation and production of betacyanin in

Alternanthera philoxeroides (Mart) Griseb.

PEROTTI, J. C." : PETERS, J. A.": BACARIN, M. A.": BRAGA, E. J.B."

! Federal University of Pelotas, Biology Institute, Botanical Department, Pelotas, RS,

960010-900, Brazil

ABSTRACT: The manipulation of concentration of trace elements in the culture medium
has represented a good strategy to increase the production of secondary metabolites in
tissue culture. Betacyanins are nitrogen-conting pigments, restricted to species of
Caryophylalles order due to their proven antiradical activity and absence of toxicity are

widely used as additives for food and drugs. This study aimed to demonstrate the

*E-mail to correspondence: janieliperotti@yahoo.com.br
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influence of copper sulphate in the production of betacyanin and the multiplication of plants
of Alternanthera philoxeroides cultured in vitro. Nodal segments were inoculated in basic
MS with different concentrations of CuSO4 (0, 25, 75, 125, 175, 200 uM). After 35 days of
culture it was evaluated the number of shoots and buds, height, root length, fresh weight of
shoots and production of betacyanin. Concentrations above 75 uM decreased the height of
the plant, number of shoots and buds, and root growth, while the concentration of 125 yM
resulted in the highest fresh mass production. Betacyanin production increased 60% over
control with 175 yM CuSOQOg4. Plant growth occurred in all tested concentrations of CuSQeu,
with the exception of 200 uM which was totally toxic. These results demonstrate the
positive effect of elicitation with CuSO4 in the production of betacyanin, but high

concentrations are deleterious to the growth of the plant.

Keywords: Abiotic stress, copper sulfate, in vitro culture, alligator weed, secondary

metabolism.

INTRODUCAO

Com o intuito de aumentar a produtividade de compostos de interesse nos
vegetais, diversas técnicas vém sendo utilizadas, incluindo a sele¢cdo de linhagens,
engenharia metabdlica, otimizacdo das condicdes de cultivo e o emprego de elicitores
(Chen & Chen, 2000). Trabalhos recentes tém demonstrado o efeito de microelementos
na morfogénese in vitro e na produtividade de metabdlitos secundarios (Trejo-Tapia et al.,
2001; Akita et al., 2002; Bhuiyan & Adachi, 2003; Kumar et al., 2004; Kothari-Chajer et al.,
2008).

O cobre é um micronutriente essencial para o desenvolvimento normal das plantas.
Uma de suas principais funcées € como ativador ou constituinte de enzimas. Ele também

atua no transporte de elétrons sendo, portanto, bastante relevante nos processos
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fisioldgicos de oxirreducao. A maior parte do cobre esta presente nos cloroplastos, e mais
da metade ligado a plastocianina (Prado, 2008).

Tanto o excesso quanto a auséncia de cobre inibe o crescimento e prejudica
importantes processos celulares como a fotossintese, a sintese de pigmentos e o
transporte de elétrons mitocondrial (Nassar, 2004; Jain et al., 2009).

O fon divalente Cu?* tem demonstrado efeito positivo na producdo de alguns
metabolitos secundarios, entre eles, diogenina em Dioscorea bulbifera (Narula et al.,
2005), quercetina em Pluchea lanceolata (Kumar et al., 2004), cumarina em Helianthus
annuus (Gutierrez et al. 1995), além de ter aumentado a producdo de betacianina em
Beta vulgaris (Trejo-Tapia et al.,, 2001) e Porulaca sp. cv. ‘Jewel” (Bhuiyan & Adachi,
2003).

A concentragcao dos nutrientes inorganicos, incluindo o cobre, utilizada no meio em
cultura de tecidos vegetais €, na maioria das vezes, baseada nos niveis estabelecidos por
Murashige & Skoog (1962) para a cultura de Nicotiana tabacum. No entanto, tais
concentracdes podem nao ser a mais adequada para o cultivo de outras espécies.

Alternanthera philoxeroides, conhecida popularmente como bredo-dagua ou erva-
de-jacaré (alligatorweed), pertencente a familia Amaranthaceae, € uma espécie nativa da
América do Sul. Os extratos desta planta apresentam flavonédides glicosilados, saponinas
e betalainas, sendo utilizada na medicina popular contra alergia e na medicina tradicional
como diurética, antipirética e em tratamentos de feridas e Ulceras; apresenta comprovada
acao antitumoral, antiviral contra HSV-1, HSV-2, citomegalovirus, virus do sarampo, virus
da cachumba, virus da dengue, hantaviroses e HIV (Human-Immunodeficiency-virus) (Si-
Man et al., 1988; Jiang et al., 2005; Vendruscolo & Menstz, 2006; Liu et al., 2007; Fang et
al., 2007; Rattanathongkom et al, 2009a; Rattanathongkom et al., 2009b).

As betacianinas sao pigmentos nitrogenados, de coloragdo vermelho-violeta,

classificadas quimicamente em quatro tipos: betanina, amarantina, gonferina e
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bougainvilina (Volp et al., 2009). Estes pigmentos sao pertencentes, juntamente com as
betaxantinas, a classe das betalainas, sendo amplamente utilizados como aditivo de
produtos alimenticios. A tirosinase ou polifenol oxidase cataliza a hidroxilacdo da tirosina
para dihidroxifenilalanina (DOPA) e a subseqlente oxidacdo de DOPA na rota de
biogéneses das betalainas (Wang et al., 2007).

A cultura de células vegetais vem sendo amplamente utilizada para a produgéao de
compostos de interesse as industrias de alimentos, cosméticos e farmacos. Mesmo
apresentando resultados satisfatorios, a produtividade destes compostos € menor em
cultura de células se comparada a tecidos sintetizadores nas plantas. Isto ocorre devido a
falta de diferenciacdo das células em suspensédo e cultura de calo em tecidos e 6rgaos
(Verpoorte et al., 2000; Bougaud et al., 2001). Desta forma torna-se vantajoso a utilizacao
de células diferenciadas para o cultivo in vitro.

Tendo em vista que a tirosina trata-se de uma enzima cuprica e que o cobre pode
exercer efeitos positivos na multiplicagcdo de plantas e no aumento da produtividade de
metabdlitos secundarios, este trabalho teve o objetivo de demonstrar a influéncia do
sulfato de cobre na produgdo de betacianina e na multiplicacdo de plantas de A.

philoxeroides cultivadas in vitro.

MATERIAL E METODOS

Fonte dos explantes

As plantas de Alternanthera philoxeroides foram coletadas pela biéloga Silvia Rubin
no municipio de Rio Grande — Rio Grande do Sul, identificadas pela biéloga Elen Nunes
Garcia e suas excicatas foram depositadas no Herbario do Departamento de Boténica da

Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul.
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As plantas coletadas foram cultivadas em casa de vegetacdo e estabelecidas in
vitro em meio MS (Murashige & Skoog, 1962). Para o experimento com diferentes
concentracbes de CuSO, foram utilizados como explantes segmentos nodais de
aproximadamente 1 cm de comprimento com duas gemas, obtidos das plantas pré-

estabelecidas in vitro.

Meio e condicoes de cultivo

Seis concentragdes (0; 25; 75; 125; 175; 200 uM) de sulfato de cobre foram
adicionadas separadamente em meio basico MS com 30 g L™ de sacarose e 100 mg L
de mio-inositol, sem adicdo de reguladores de crescimento. O pH do meio foi ajustado
para 5,8 e ap6s foi acrescentado 7 g L de agar. Os frascos contendo meio de cultura
foram vedados com papel aluminio e autoclavados por 20 minutos a uma temperatura de
1212 C & pressdo de 1,05 kg cm™.

Os explantes foram inoculados nos meios de cultura em camara de fluxo laminar
em condicoes assépticas. Apds, os frascos com os explantes foram colocados em sala de
crescimento, onde permaneceram por 35 dias sob fotoperiodo de 16 horas e densidade
de fluxo de fétons de 48 pmoles m?s™", com temperatura de 25+2°C.

Aos 35 dias de cultivo foi avaliado o niumero de gemas e brotos por planta, altura,
comprimento médio das raizes, porcentagem de enraizamento e massa fresca da parte

aérea.

Quantificacao de betacianina

Apéds 35 dias de cultivo, a parte aérea das plantas de A. philoxeroides foi separada
do sistema radicular para andlise das betacianinas. O material vegetal foi macerado em 5
mL de agua destilada e apés, centrifugado a 15790 rpm, a 4°C por 25 minutos. A
quantificacao de betacianinas foi realizada em espectrofotdmetro Ultrospec 2100 pro da

Amersham Bioscience®, de acordo com a metodologia descrita por Cai et al. (1998) com
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algumas adaptacées. A concentragdo de betacianina foi calculada e expressada como
amarantina pela seguinte férmula:
Concentragcdo de amarantina = (Aszs — Asso) X P.M. x V x FD x 100 / € x MF
(mg Amarantina /100g de massa fresca)

onde € é o coeficiente de absorgdo de amarantina (5,66 x 10* cm™ mol™ L), Asss
representa a absorbancia a 536 nm para a amarantina e Agso absorbancia a 650 para
clorofila, P.M. é o peso molecular (726,6 g mol™), V é o volume de extracdo (5 ml), FD é o
fator de diluicdo e MF € a massa fresca das amostras. Os resultado foram expressos em

mg de amarantina por 100g MF ™.

Modelo experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos (concentracdes de sulfato de cobre), cada tratamento contendo 5 repeticdes,
sendo cada uma representada por um frasco contendo cinco explantes. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia e regressao polinomial com o auxilio do software
estatistico Winstat (Machado & Conceicdo, 2002). Foram realizadas andlises de

correlacdo entre as variaveis morfoldgicas e a producao de betacianina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s 35 dias de cultivo ocorreu 100% de formagdo de brotos a partir dos
segmentos nodais inoculados em meio MS com as diferentes concentracoes de sulfato de
cobre. Porém, concentragdes acima de 75 uM diminuiram a formacao de brotos por
explante (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada. A).

Entre as concentracbes de CuSQO, testadas, 0 maximo numero de gemas (11,4) e
altura (8,4 cm) das plantas foi registrado em 75 uM (Erro! Fonte de referéncia nao

encontrada. B e C), em concentragdes superiores a esta ocorreu uma visivel diminuicao
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nas médias das duas varidveis analisadas, sendo a concentracdo de 200 pM totalmente

inibitéria para o crescimento em altura das plantas.
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FIGURA 1. Namero de brotos (A), numero de gemas (B), altura (C), MF (massa fresca) da parte aérea (D),
comprimento das raizes (E) e na produgao de betacianina (F) em plantas de Alternanthera philoxeroides
cultivadas in vitro por 35 dias em meio de cultura com diferentes concentragdes de CuSO,

As barras verticais representam o erro padrao da média de cinco repeticoes

Narula et al. (2005), avaliando o efeito de diferentes concentragbes de CuSO4 nas

respostas morfogenéticas de segmentos nodais de Dioscorea bulbifera observaram que a
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concentragédo de 75 pM de CuSOy foi favoravel para o crescimento de brotos e numero de
gemas, concentracdes acima de 75 uM provocaram uma diminuigdo do numero de brotos
por segmento nodal.

Joshi & Kothari (2007), avaliando a diferenciagcdo e alongamento de brotos de
Capsicum annuum a partir de explantes cotiledonares, sob o efeito de diferentes niveis de
CuSOQOy4, também verificaram um aumento significativo do nimero e comprimento dos
brotos por explante com a adicao de 30 vezes a concentragcdo normal do CuSO4 no meio
MS.

O aumento da concentracdo de CuSO,4 até 125 uM promoveu um incremento da
massa fresca da parte aérea (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.D),
apresentando associagdo linear positiva com a altura das plantas (TABELA 1). Tais
resultados n&o foram observados em Dioscorea bulbifera, onde concentracées acima do
controle promoveram diminuicdo da massa fresca, até mesmo na concentracdo de 75 uM
onde os brotos apresentaram maior comprimento (Narula et al., 2005). No entanto, o
aumento de 50 vezes a concentragdo de CuSO,4no meio MS em Paspalum scrobiculatum
e cinco vezes em Stevia rebaudiana, promoveram um significativo aumento na biomassa

dos calos e brotos das respectivas plantas (Kothari-Chajer et al., 2008; Jain et al., 2009).

TABELA 1. Anadlise de correlacdo entre as varidveis morfolégicas e a producdo de betacianina apés
tratamento com diferentes concentragdes de sulfato de cobre em plantas de Alternanthera philoxeroides
cultivadas in vitro por 35 dias

NB A MFPA CR PB
NG -0,4149 0,5086 0,4718 0,5097 -0,6391
NB - -0,8554 -0,8089 -0,7494 0,7924
A - - 0,8850 0,8652 -0,8021
MFPA - - - 0,8252 -0,7817
CR - - - - -0,6931

NG = numero de gemas, NB = ndmero de brotos, A = altura, MFPA = massa fresca da parte aérea, CR =
comprimento radicular, PB = produ¢éo de betacianina



31

O cobre é constituinte e ativador de varias enzimas envolvidas no transporte de
elétrons e na biossintese de proteinas e carboidratos (Niedz & Evens, 2007), podendo
justificar, desta forma, o efeito do cobre no aumento significativo da biomassa.

O efeito do cobre foi bastante visivel no comprimento das raizes. Observou-se um
estimulo no crescimento radicular até 75 pM e um efeito deletério com o aumento das
concentracdes (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.E). Plantas expostas as
concentragdes de 175 e 200 puM tiveram uma diminuicdo de aproximadamente quatro
vezes 0 comprimento radicular, além disso, ocorreu engrossamento e diminuicao de
ramificagdes no sistema radicular (FIGURA 2). Tais efeitos também foram observados em
Musa sp., onde a total inibicdo da rizogénese ocorreu na concentragdo de 100 puM

(Nassar, 2004).

v i&

FIGURA 2. Plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas em meio MS com a adi¢gdo de 175 pM de
sulfato de cobre por 35 dias

Llorens et al. (2000), estudando o efeito do aumento da concentracdo de cobre em
Vitis vinifera, verificaram que os niveis de cobre aumentam tanto nas folhas como nas
raizes apds o estresse, mas em uma maior concentragcdo nas raizes. Isto sugere a
ocorréncia de um mecanismo de imobilizacao neste érgao, podendo ser esta a razao para
o forte efeito das altas concentracdes de cobre no sistema radicular.

Prado (2008) também enfatizou que a reducdo do sistema radicular € um bom

indicativo de toxicidade de cobre, ocorrendo ainda reducdo da ramificacdo e
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engrossamento das raizes devido a danos na permeabilidade da membrana, como pode
ser observado neste trabalho.

A adicao de CuSO4no meio de cultura em concentragées maiores que as originais
tem apresentado efeitos positivos na producao de metabdlitos secundarios. Em Dioscorea
bulbifera, 75 pyM de CuSO4 promoveu um aumento significativo no rendimento de
diosgenina (Narula et al., 2005). Os niveis de quercetina também aumentaram apéds a
adicao de 150 uM de CuSO, em brotos de Plunchea lanceolata e 100 uM de CuSO4
aumentou significativamente o contetudo de lepidina em Lepidium sativum (Saba et al.,
2000).

Trejo-Tapia et al. (2001) verificaram que 0 aumento em cinco vezes a concentragao
de Cu?® em meio B5 estimulou a producdo de betalainas em Beta vulgaris, no entanto,
Akita et al. (2002) observaram que a omissdo do cobre no meio de cultura n&o afetou a
producédo de betacianina nesta mesma espécie. Bhuiyan & Adachi (2003), com a adicao
de 20 uM de CuSOy, tiveram um aumento de 30% na producdo de betacianina em

Portulaca.

Neste trabalho foi observado, a partir da concentragédo de 125 uM de CuSO,, um incremento na producao
de betacianina (Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada.F), apresentando um aumento de 59% o teor
deste pigmento na concentracdo 175 uM em relagao ao controle (

TABELA 2).

TABELA 2. Produgéo de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro por 35
dias em meio de cultura com diferentes concentracdes de CuSO4em relagdo ao controle (0,1 uM de CuSQOy)

Conteldo de betacianina em

Conteudo de betacianina relacdo ao controle
Concentragéo de CuSQ, (UM) (mg de amarantina 100 g MF'1) (x controle)
0 (controle) 22 1,00
25 22 1,00
75 19 0,86
125 24 1,09
175 35 1,59

A andlise de correlacdo demonstrou, com excecdo do numero de brotos por
explante, associacao linear negativa entre a concentracdo de betacianina e as variaveis

morfoldgicas analisadas (TABELA 1).
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O incremento da producdo de betacianina obtido neste trabalho deve estar
relacionado ao aumento da atividade de alguma enzima envolvida na rota metabdlica de
biossintese deste pigmento que, de alguma forma, tenha sido influenciada pela maior
disponibilidade de cobre. Como o sulfato de cobre € um elemento constituinte da enzima
tirosinase, a qual cataliza a hidroxilacdo da tirosina para DOPA (dihidroxifenilalanina) e a
subsequente oxidacdo de DOPA na rota de biossintese de betalainas (Steiner et al.,
1999), este aumento da sintese pode estar relaciona ao efeito positivo do fon Cu*? na
atividade desta enzima.

A partir dos dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que altas
concentragbes de sulfato de cobre estimulam a biossintese de betacianinas, porém
apresentam efeitos deletérios para o crescimento das plantas de A. philoxeroides. A
utilizacdo do cultivo in vitro de tecidos diferenciados em meio semi-sélido, ao invés da
técnica de cultura celular em meio liquido (mais usual para produgdo de compostos de
interesse) foi favoravel para a producdo de betacianina para a espécie em estudo,
apresentando a vantagem do menor tempo para a obtencdo deste composto, pois
dispensa-se o periodo necessario para a inducao de calos adequados a suspensao

celular.
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ARTIGO 2 — PLANT CELL CULTURE & MICROPROPAGATION

AVALIACOES MORFOLOGICAS E QUANTIFICACAO DE BETACIANINA EM
ALTERNANTHERA PHILOXEROIDES CULTIVADAS IN VITRO COM ALTAS

CONCENTRACOES DE FE-EDTA

Janieli Cristina Perotti ', José Antonio Peters?, Marcos Antonio Bacarin?,

Eugenia Jacira Bolacel Braga®

RESUMO

O ferro € um micronutriente essencial para processos fisiolégicos vitais nas
plantas, pois atua na ativagdo de enzimas ou como constituinte de proteinas.
Baseado nos resultados satisfatorios obtidos em outras espécies no aumento da
producédo de metabdlitos secundarios e na multiplicacao de plantas, o efeito do Fe-
EDTA foi avaliado em Alternanthera philoxeroides quanto a producéo de betacianina
e sua influéncia nas caracteristicas morfolégicas de plantas cultivadas in vitro.
Segmentos nodais foram inoculados em meio MS basico com diferentes
concentragcdes (0; 75; 150; 300 e 450 uM) de Fe-EDTA. Aos 35 dias de cultivo, foi

avaliado o numero de brotos e gemas, comprimento de brotos e raiz, massa fresca
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da parte aérea e teor de betacianina. O Fe-EDTA nao alterou a massa fresca da
parte aérea, o0 niumero e comprimento dos brotos formados até a concentracao de
300 puM, no entanto, ocorreu um leve incremento no comprimento das raizes nas
concentragdes de 25 e 75 uM e a partir da concentragdao de 150 uM o comprimento
radicular foi significativamente reduzido. A concentragdo de 450 uM foi totalmente
téxica para o crescimento das plantas. A producao de betacianina aumentou mais de
100% na concentragao de 300 uM em relagédo ao controle. O aumento na produgao
de betacianina e o favoravel crescimento das plantas observado neste trabalho
demonstra o efeito positivo exercido pelo ferro, concluindo-se que a elicitacdo com

Fe-EDTA ¢ favoravel em A. philoxeroides.
Termos para indexacgao: Betalaina, ferro, elicitor, multiplicacao, erva-de-jacaré.
MORFOLOGICAL EVALUATIONS AND BETACYANIN QUANTIFICATION IN
ALTERNANTHERA PHILOXEROIDES CULTIVATED IN VITRO WITH HIGH FE-
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Iron is a trace element essential for vital physiological processes in plants
because it acts on the activation of enzymes or as a constituent of proteins. Based
on the satisfactory results obtained in other species to increase the production of
secondary metabolites and plant multiplication, it was evaluated the effect of Fe-
EDTA in Alternanthera philoxeroides to the increasing of betacyanin accumulation
and its influence on morphological traits of plants grown in vitro. Nodal segments
were inoculated in basic MS with different concentrations (0, 75, 150, 300 and 450
uM) of Fe-EDTA. At 35 days of culture the number of shoots and buds, length of
shoot and root, fresh weight of shoots and content betacyanin were evaluated. The
Fe-EDTA did not alter the fresh weight of shoots, number and length of shoots up to
a concentration of 300 uM, however, there was a slight increase in root length at
concentrations of 25 and 75 pM and from the concentration 150 uM the root length
was significantly reduced. The concentration of 450 uM was completely toxic to the
growth of the plant. Betacyanin production increased over 100% at concentration of
300 uM compared to control. Increased production of betacyanin and favorable plant
growth observed in this study demonstrates the positive effect exerted by iron,

concluding that the elicitation with Fe-EDTA is favorable in A. philoxeroides.

Index terms: Betalains, iron, elicitor, multiplication, alligator weed

INTRODUCAO

As betalainas sao pigmentos nitrogenados, solUveis em agua, que

compreendem as betacianinas (coloracdo vermelho-violeta) e as betaxantinas
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(coloragao amarela). Sua ocorréncia é restrita a ordem Caryophyllales e a algumas
espécies de fungos (VOLP et al., 2009). As betacianinas sao divididas quimicamente
em betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina, e tais pigmentos tém sido
utilizados como aditivo alimenticio devido sua coloragéo intensa, apresentando um
6timo poder tintorial, auséncia de toxicidade e potencial antioxidante (STRACK et al.,
2003; CAl et al., 2005; AZEREDO; 2009; VOLP et al., 2009).

Alternanthera philoxeroides (Amaranthaceae) é uma planta nativa da América
do Sul, conhecida popularmente como erva-de-jacaré e bredo-dagua que apresenta
diversas propriedades medicinais. E utilizada como diurética, antipirética, antiviral,
antitumoral, no tratamento de feridas e Ulceras. Tais propriedades sao atribuidas a
sua constituicdo quimica que além de flavondides glicosilados e saponinas,
apresenta betacianinas responsaveis pela coloracdo roxa de seu caule (SI-MAN et
al., 1988; JIANG et al., 2005; VENDRUSCOLO & MENSTZ, 2006; LIU et al., 2007;
FANG et al., 2007; RATTANATHONGKOM et al, 2009a; RATTANATHONGKOM et
al., 2009b).

O aumento da producdo de compostos quimicos de interesse a industria de
alimentos e farmacos é de grande valia, tornando-se alvo de diversas pesquisas na
atualidade. Entre as alternativas para maximizar a producdo de metabdlitos
secundarios, destaca-se a cultura de tecidos vegetais, tornando-se possivel interferir
nas rotas metabdlicas mediante o cultivo de plantas em meio preparado com
agentes estressantes, elicitores e mutagénicos, que afetam quantitativamente e
qualitativamente os principios ativos, e alteram a composicdo e teor destes
metabolitos (WANG et al., 2001; KIM et al., 2002; SILVA et al., 2005). A cultura de
células vegetais constitui uma fonte potencial para a producdo de compostos de

interesse, no entanto, a produtividade destes compostos € menor em cultura de



42

células e calos em comparagao a planta intacta. Isto ocorre devido a distribuicdo
insuficiente de enzimas necessarias para a sintese e o acumulo destes metabdlitos
ou simplesmente, pelo estado de nao totipoténcia das células desenvolvidas em tais
culturas (VERPOORTE et al., 2000; BOURGAUD et al., 2001).

A manipulag&o das concentragdes dos micronutrientes no meio de cultura tem
representado uma boa estratégia para aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios em cultura de tecidos vegetais e tais elementos tém sido considerados
elicitores abioticos ou fatores de inducao. O ferro € um micronutriente essencial para
varias reacoes metabdlicas nos vegetais, & importante na biossintese de clorofila,
proteinas, DNA, formacao de horménios e atua ainda, como ativador e constituinte
de varias enzimas, desta forma, ele tem influenciado respostas morfologicas e
metabdlicas nas plantas (PRADO, 2008). Altas concentracbes de Fe-EDTA
aumentaram a producdo de betacianina em Beta vulgaris e Potulaca sp. (AKITA et
al., 2000; TREJO-TAPIA et al., 2001; BHUIYAN & ADACHI, 2003). O ferro também
influenciou o estabelecimento e multiplicacdo in vitro de Hibiscus rosa-sinensis,
Rosa hybrida, apresentando resultados satisfatérios com o aumento de sua
concentragdo (VAN DER SALM et al.,, 1994; ZAWADZKA; ORLIKOWSKA, 2006;
CHRISTENSEN et al., 2008).

Baseado nos resultados satisfatérios obtidos em outras espécies, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo do Fe-EDTA quanto ao aumento da
producéo de betacianina e sua influéncia nas caracteristicas morfolégicas de plantas

de A. philoxeroides cultivadas in vitro.

MATERIAL E METODOS
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Material Vegetal
Foram utilizadas como explantes, para a instalacdo do experimento com Fe-
EDTA, segmentos nodais de aproximadamente 1 cm provenientes de plantas de A.

philoxeroides pré-estabelecidas em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962).

Efeito do Fe-EDTA

Cinco concentragdes (0; 75; 150; 300 e 450 puM) de Fe-EDTA foram
adicionadas em meio MS bésico sem reguladores de crescimento. O pH do meio foi
ajustado para 5,8 e apds, acrescentado 7 g L™ de agar. Os frascos contendo meio
de cultura foram vedados com papel aluminio e autoclavados por 20 minutos a uma
temperatura de 1212 C a pressdo de 1,05 kg cm™.

Os explantes foram inoculados nos meios de cultura em camara de fluxo
laminar em condi¢cdes assépticas. Apds, os frascos com o0s explantes foram
colocados em sala de crescimento, onde permaneceram por 35 dias sob fotoperiodo
de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 48 pmoles m?s™, com temperatura
de 25+2°C.

Aos 35 dias de cultivo foram avaliados o numero de gemas numero e
comprimento dos brotos, comprimento das raizes e massa fresca da parte aérea.
Também foi feita a quantificacdo de betacianina na parte aérea das plantas.

O material vegetal foi macerado em 5 ml de agua destilada e apods,
centrifugado a 15790 rpm, a 4°C por 25 minutos. A quantificacao foi realizada em
espectrofotometro Ultrospec 2100 Pro da Amersham Biosciences®, de acordo com a
metodologia descrita por Cai et al. (1998) com algumas modificacbes. A
concentracdo de betacianina foi calculada e expressada como amarantina pela

seguinte férmula:



44

Concentragao de amarantina = (Aszs — Asso) X P.M. x V x FD x 100 / € x MF

(mg Amarantina /100g de massa fresca)
onde € é o coeficiente de absorcdo de amarantina (5,66 x 10* cm™ mol™ L), Asss
representa a absorbancia a 536 nm para a amarantina e Agso absorbancia a 650
para clorofila, P.M. é o peso molecular (726,6 g mol™"), V é o volume de extracédo (5
ml), FD é o fator de diluicdo e MF € a massa fresca das amostras. Os resultado
foram expressos em mg de amarantina por 100g MF .

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos (concentracdes de Fe-EDTA), cada tratamento contendo cinco
repeticdes, sendo cada uma representada por um frasco contendo cinco explantes.
Os resultados foram comparados estatisticamente, submetidos a anélise de
variancia, regressao polinomial e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade de erro, com auxilio do software estatistico Winstat

(MACHADO & CONCEICAOQ, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracdes de Fe-EDTA inferiores a 450 uM adicionadas no meio de
cultura ndo alteraram a taxa de multiplicacdo dos segmentos nodais de A.
philoxeroides. Concentragdes de ferro, superiores a original no meio MS e inferiores
a 450 uM, também nao alteraram o numero e comprimento dos brotos formados, e a
massa fresca da parte aérea das plantas (Tabela 1). No entanto, o comprimento das
raizes foi alterado com aumento da concentracao de Fe-EDTA, demonstrando um

leve incremento no comprimento das raizes nas concentracées de 25 e 75 uM
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enquanto a partir da concentragdo de 150 pM o comprimento radicular foi

significativamente reduzido (Tabela 1).

Tabela 1. Respostas morfogénicas de plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas em meio MS

com diferentes concentracdes de Fe-EDTA

Resposta Concentragdes de Fe-EDTA (uM)
média 0 25 75 150 300
NG 8,1c¢c 8,7 abc 8,3 bc 9,15 ab 9,6a
NB 1,37 a 1,24 a 1,19 a 1,34 a 1,24 a
CB 6,8 a 72a 74a 46a 48a
CR 2,8ab 3,3a 3,1a 1,7b 1,8b
MFPA 57 a 57 a 45a 48 a 58 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia

** NG nimero de gemas, NB numero de brotos, CB comprimento dos brotos (cm), CR comprimento
das raizes (cm), MFPA massa fresca da parte aérea (mg)

A concentragcdo de 450 pM foi toxica inibindo totalmente o crescimento das
plantas. Altas concentragbes de Fe-EDTA (150 e 200 uM ) em Citrullus lanatus
também provocaram visiveis alteragdes nas plantas. Thomas et al. (2000)
observaram a ocorréncia de um aumento significativo do teor de clorofila a e b, e no
namero de nés. A taxa de propagagdo também melhorou muito em relacdo ao
tratamento controle (100 uM de Fe-EDTA), no entanto, concentracbes acima de 200
MM provocaram diminuig&o no crescimento em altura das plantas.

Assim como observado em Citrullus lanatus, as plantas de A. philoxeroides
apresentaram aumento significativo do nimero de gemas por planta com o aumento
das concentragdes de Fe-EDTA, obtendo-se a maior média de gemas (9,6) em 300
UM (tabela 1). Concentracées de 75-300 uM de Fe-EDTA causaram um menor
crescimento dos brotos de A. philoxeroides, no entanto, tais valores nao diferiram
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito positivo do ferro no desenvolvimento vegetal também foi

demonstrado em outras espécies. Estudando a influéncia do Fe-EDTA e Fe-EDDHA
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no estabelecimento e multiplicagédo in vitro de Hibiscus rosa-sinensis, Rosa hybrida
e cultivares de Rubus sp., pesquisadores observaram um aumento significativo no
conteudo de clorofila, na area foliar, no numero, crescimento e massa seca dos
brotos formados com o aumento da concentracdo de ambos quelatos de ferro, no
entanto, o Fe-EDDHA foi mais eficiente que Fe-EDTA (VAN DER SALM et al., 1994;
ZAWADZKA & ORLIKOWSKA, 2006; CHRISTENSEN et al., 2008). Segundo Van
der Salm et al. (1994), o Fe-EDDHA é mais foto estavel que o Fe-EDTA, desta
forma, os ions de Fe tornam-se indisponiveis devido a degradagéao do EDTA pela
luz, podendo ser esta a explicacdo para os resultados superiores obtidos com Fe-
EDDHA.

O efeito do aumento da concentracdo de Fe-EDTA na producdo de
betacianina em A. philoxeroides esta demonstrado na Figura 1. Apés 35 dias de
cultivo ocorreu um incremento significativo do teor de betacianina, proporcional as
concentracdes de ferro, onde a producao deste pigmento aumentou mais de 100%

na concentracao de 300 uM em relacdo ao controle (Tabela 2).



47

60 y = 18,616 + 0,2051x - 0,0004x> R* = 0,987

50 A

1

40 -

30

20

mg amarantina 100g MF

10 -

O T T 1
0 100 200 300

Concentragdes de Fe-EDTA (uM)

Figura 3. Produgéo de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro sob
diferentes concentracdes de Fe-EDTA
Barras verticais representam o erro padrdo da média de cinco repeti¢cdes

Tabela 2. Efeito do Fe-EDTA no conteddo de betacianina em Alternathera philoxeroides cultivadas in
vitro

Concentragdo de Fe-EDTA Conteudo de betacianina Aumento do contetdo de
(UM) (mg amarantina 100 g MF") betacianina em relagdo ao
controle (X controle)
0 20,02 ¢ 1,0
25 22,48 bc 1,1
75 30,41b 1,5
150 43,01 a 2,15
300 48,30 a 2,4

*Médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Akita et al. (2000), estudando o efeito de Fe-EDTA na producdo de
betacianina em cultura de células em suspensao de Beta vulgaris, observaram que a
deficiéncia de ferro no meio de cultura ndo alterou o crescimento celular, no entanto,
afetou drasticamente a producdo de betacianina. O maximo rendimento de
betacianina foi obtido em 2 mM de Fe?*, concentragdo 20 vezes maior que a normal
no meio MS. Trejo-tapia et al. (2001), estudando a influéncia de microelementos no

crescimento celular e producédo de betacianina em beterraba, obtiveram resultados
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diferentes. Com o aumento de cinco vezes (500 pM) a concentragao original de Fe-
EDTA no meio de cultura, tais autores ndo observaram nenhum efeito no
crescimento celular e no teor de betacianina. Por outro lado, Bhuiyan & Adachi
(2003) aumentaram 50% o conteudo de betacianina em cultura de células em
suspensao de Portulaca sp. Cv. ‘Jewel’ com 100 uM de Fe-EDTA. Os mesmos
autores ja haviam observado respostas positivas no aumento de betacianina em
meio semi-sélido para calos suplementado com Fe-EDTA.

O ferro atua como constituinte de proteinas e ativador enzimatico (PRADO,
2008). A enzima tirosinase, pertencente a um grupo de proteinas cupricas, esta
especificamente envolvida na biossintese de betalainas (STEINER et al., 1999) e
sua ativagdo ocorre pelo ion Fe?®* (YAMAMOTO et al., 2001). Desta forma, o
aumento da producdo de betacianina e o adequado desenvolvimento das plantas

obtida neste trabalho, pode ser justificada pelo efeito positivo exercido pelo ferro.

CONCLUSAO

Nas condigdes que foi desenvolvido este trabalho conclui-se que a elicitacdo
com Fe-EDTA promove efeitos benéficos no crescimento das plantas de A.

philoxeroides e maior producéo de betacianina.
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Acao do metil jasmonato na multiplicacao in vitro e no aumento da producao

de betacianina em Alternanthera philoxeroides

Action of methyl jasmonate on multiplication in vitro and on the increasing of

betacyanin production in Alternanthera philoxeroides
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RESUMO
Aplicacoes exdgenas de metil jasmonato (MeJA) induzem o aumento

transiente dos niveis endégenos de jasmonato e ocasionam a ativacao transcricional
de genes envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios, além de
influenciarem nas caracteristicas fisiolégicas e morfolégicas das plantas. Com o
objetivo de verificar a influéncia do MeJA na producdo de betacianina e na
multiplicacdo in vitro de Alternanthera philoxeroides, concentragdes crescentes de
MedJA (0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 uM) foram adicionadas ao meio basico MS. Apo6s 35
dias de cultivo, foi avaliado o numero de brotos e gemas, altura, comprimento
radicular e teor de betacianina. A concentragdo de 10 uM diminui significativamente
o0 numero de brotos, o comprimento das raizes, a altura e a massa fresca da parte

aérea das plantas em relagdo ao controle e a concentracdo de 100 pM foi

!'Universidade Federal de Pelotas, Instituto de Biologia, Departamento de Boténica - Pelotas, RS — CEP 354-
960010-900, Brasil — janieliperotti @yahoo.com.br
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totalmente téxica para o crescimento das plantas. Por outro lado, a maior producao
de betacianina ocorreu na concentracdo de 100 uM, concentragdes inferiores a esta
nao apresentaram diferencas siginificativas em relacdo ao controle. Os resultados
deste estudo demonstram que o metil jasmonato aumenta a biossintese de
betacianina em Alternanthera philoxeroides, porém concentragées acima de 10 uM
apresentam efeito téxico para o crescimento das plantas.

Palavras-chave: Elicitor, cultivo in vitro, betalainas, erva-de-jacaré plantas

medicinais.

ABSTRACT

Exogenously methyl jasmonate (MeJA) has induced a transient increase of
endogenous jasmonate levels and induced the transcriptional activation of genes
involved in the biosynthesis of secondary metabolites, and influence on
morphological and physiological characteristics of plants. Aiming to determine the
effect of MedA for the enhancement of betacyanin accumulation and in vitro
multiplication of Alternanthera philoxeroides, different concentrations of MeJA (0,
0.01, 0.1, 1, 10,0, 100 uM) were added to the standard MS medium. After 35 days of
culture, we evaluated the number of shoots and buds, height, root length and content
betacyanin. The concentration of 10 pM compared to control significantly decreases
the number of shoots, root length, height and fresh weight of the shoots and the
concentration of 100 uM was completely toxic to plant growth. Moreover, the
enhancement of betacyanin accumulation occurred at a concentration of 100 uM,
concentrations below this do not show any significant differences compared to

control. The results of this study demonstrate that methyl jasmonate increases the
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biosynthesis of betacyanin in A. philoxeroides, but concentrations above 10 uM have

a toxic effect on the growth of the plant.

Keywords: Elicitor, in vitro culture, betalains, alligator weed, medicinal plants

INTRODUCAO

Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb., conhecida popularmente como
erva-de-jacaré, pertencente a familia Amaranthaceae, é uma planta nativa da
América do Sul, perene, anfibia, pois cresce abundantemente em diferentes
ecossistemas, tanto aquaticos, semi-aquaticos, terrestres e até mesmo
extremamente secos, como dunas (GAO et al., 2007). Estudos fitoquimicos desta
espécie demonstraram a presenca de flavondides glicosilados, saponinas e
betalainas, conferindo-lhe acdo antiviral, antitumoral, diurética, antipirética, no
tratamento de feridas e ulceras (JIANG et al., 2005; VENDRUSCOLO & MENSTZ,
2006; LIU et al., 2007; FANG et al., 2007; FANG et al., 2009; RATTANATHONGKOM
et al., 2009a; RATTANATHONGKOM et al., 2009b).

As plantas produzem uma ampla variedade de metabdlitos secundarios em
resposta a estresses bidticos e abidticos, e o acido jasmdnico e metil jasmonato
(MeJA) sdo moléculas sinalizadoras que regulam a expressao de genes de defesa
em resposta a estes estresses (KIM et al., 2006).

O MeJA exerce diferentes efeitos fisiolégicos e bioquimicos nas plantas,
incluindo a inibicdo da germinacdo de sementes, do crescimento das raizes e de
calos, promove a senescéncia de frutas e folhas, a degradacéo da clorofila, inibicao
da fotossintese e o aumento da atividade respiratéria (PEREZ et al., 1997;

ROSSATO et al., 2002; ANANIEVA et al., 2004; NORASTEHNIA et al., 2007).
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O crescimento radicular de Allium cepa e a germinagdo de Zea mays foram
nitidamente diminuidos apés adicao de MeJA (MAKSYMIEC & KRUPA, 2007;
NORASTEHNIA et al.,2007). Em Onosma paniculatum foi observado crescimento
das células e aumento da producdo de chiconina, em Nicotiana tabacum ocorreu
aumento da atividade mitotica, porém, a formacdo de brotos diminuiu
significativamente (DING et al., 2004; CAPITANI et al., 2005). Em Eluetherococcus
senticosus ocorreu diminuicdo da biomassa, porém o Meda estimulou a biossintese
de eleuteroside e acido clorogénico (SHOHAEL et al., 2007). A producao de acido
rosmarico, acido cafeico, eugenol e linalol, assim como a atividade antioxidante
também aumentaram com a adicdo de MeJA em Ocimum basilicum, antocianina em
Crassula multicava e cafeoilputrescina em Lycopersicum esculentum (SANIEWSKI
et al., 2004; KIM et al., 2006; CHEN et al, 2006).

O aumento da sintese de betacianina, que é um pigmento nitrogenado de
grande importancia medicinal, foi estimulado pela aplicacdo de MeJA em Beta
vulgaris e Portulaca sp. (BHUIYAN & ADACHI, 2003; STRACK et al., 2003; SURESH
et al., 2004; CAl et al., 2005; AZEREDO; 2009; VOLPE et al., 2009).

Com o intuito de aumentar a producao de betacianina em plantas de A.
philoxeroides, este trabalho teve o objetivo de demonstrar a influéncia do MeJA na

producao de betacianina e na multiplicacao in vitro desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Plantas de Alternanthera philoxeroides, estabelecidas in vitro em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), foram utilizadas como doadoras de explantes,
sendo cada explante um segmento nodal de aproximadamente 1 cm de

comprimento, com duas gemas.
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Seis concentragées de metil jasmonato (0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 uM) filtrado
foram adicionadas ao meio MS basico apds autoclavagem por 20 minutos a uma
temperatura de 1212 C a pressdo de 1,05 kg cm™.

Os explantes foram inoculados em condicdes assépticas nos meios de cultura
em camara de fluxo laminar. Apés, os frascos com os explantes foram colocados em
sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de
48 ymoles m?s™!, com temperatura de 25+2°C.

Aos 35 dias de cultivo foram avaliados numero de gemas e brotos por planta,
altura, comprimento médio das raizes, massa fresca e teor de betacianina da parte
aérea.

Para a realizacao da analise das betacianinas a parte aérea das plantas de A.
philoxeroides foi separada do sistema radicular. O material vegetal foi macerado em
5 ml de agua destilada e apés, centrifugado a 15790 rpm, a 4°C por 25 minutos. A
quantificacdo de betacianinas foi realizada em espectrofotdmetro Ultrospec 2100 Pro
da Amersham Biosciences®.

A concentracao de betacianina foi calculada e expressada como amarantina,
de acordo com a metodologia descrita por Cai et al. (1998) com algumas
modificacdes pela seguinte formula:

Concentracao de amarantina = (Asss — Agso) X P.M. x VX FD x 100 / € x MF

(mg Amarantina /100g de massa fresca)
onde € é o coeficiente de absorcdo de amarantina (5,66 x 10* cm™ mol™ L), Asss
representa a absorbancia a 536 nm para a amarantina e Agso absorbancia a 650
para clorofila, P.M. é o peso molecular (726,6 g mol™"), V é o volume de extracédo (5
ml), FD é o fator de diluicdo e MF € a massa fresca das amostras. Os resultado

foram expressos em mg de amarantina por 100 g MF .
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Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (concentracées de metil jasmonato), cada tratamento contendo cinco
repeticdes, sendo cada uma representada por um frasco contendo cinco explantes.
Os resultados dos tratamentos foram comparados estatisticamente, submetidos a
analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade de erro, com auxilio do software estatistico Winstat (Machado;
Conceicdo, 2002). Também foram realizadas analises de correlagdo entre as

variaveis morfolégicas e a producao de betacianina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracbes de metil jasmonato (MeJA) testadas afetaram as
caracteristicas morfolégicas avaliadas nas plantas de A. philoxeroides. Foi
observado um efeito negativo das altas concentracées de MeJA no crescimento das
plantas, sendo a concentracao de 100 uM totalmente toxica. As maiores médias de
namero de brotos (1,5), comprimento das raizes (4,6 cm) e altura das plantas
(8,3cm) foram obtidas no tratamento controle, com auséncia de MeJA (Figura 4A —
D).

Em Nicotiana tabacum, o MeJA induziu a reducdo da organogénese, segundo
CAPITANI et al. (2005), concentracdes de 1 e 10 uM causaram a diminuicdo no
namero de brotos por explante em comparagéao ao controle, no entanto, estimulou a
atividade mitética e a expansao celular.

No presente trabalho a concentracao de 10 uM diminui significativamente o
namero de brotos (Figura 4A), o comprimento das raizes (Figura 4B), a altura (Figura
4 C) e a massa fresca da parte aérea (Figural D) das plantas em relagdo ao

controle.



55

A B
2 6
- E
a b <5 a
g a ab ab § a
® 1,51 = a a
o =4
8 g
3 b 8
° 1 23
P E
[
© b
o 22
(7]
Eos - £
=4 g 1
[o3
o
0 4 . . . . 0 '
0 0,01 01 1 10 0 0,01 0,1 1 10
Concentragdes de MeJA (UM) Concentragées de MeJA (UM)
D
¢ 0,12 4
10 1
— a
a a a a Bo104 4 2
8 - 3 ab
T 0,08
~ £
£ 61 ] b
S b & 0,06 -
© ]
2 44 3
< 2 0,04
3
29 & 0,02
=
[ T T T T 0,00 T T T T
0 0,01 0,1 1 10 0 0,01 0,1 1 10
ConcentracGes de MeJA (uM) Concentragdes de MeJA (UM)

Figura 4. Numero de brotos (A), comprimento médio das raizes (B), altura (C) e massa fresca da
parte aérea (D) das plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro por 35 dias na presenca
de diferentes concentracdes de MeJA

Barras verticais representam o erro padrdao da média de cinco repeticdes, médias acompanhadas de
diferentes letras sdo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro

MAKSYMIEC & KRUPA (2007) também observaram a agdo negativa do
MeJA para o crescimento radicular, raizes de Allium cepa diminuiram nitidamente
(78%) apobs a exposicao de 50 uM deste regulador de crescimento.

Tratamento com 50 pM de MeJA nao tiveram efeito significativo no
crescimento radicular de Zea mays, porém em maiores concentracbes, 0
comprimento das raizes foi significativamente reduzido (NORASTEHNIA et al.,
2007).

Aplicacbes de MedA afetaram a biomassa de embrides de Eleutherococcus

senticosus mantidos em suspensao por seis semanas em biorreator. A massa
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fresca, massa seca e a taxa de crescimento apresentaram uma diminuicdo
inversamente proporcional a concentragdo de MeJA, sendo observado
respectivamente em 400 pM uma diminuigéo de 5,6, 3,8 e 4,5 vezes menos que 0
controle (SHOHAEL et al., 2007). Células em suspensao de Portulaca sp. cv.
‘Jewel’, também tiveram uma diminuicao na taxa de crescimento a partirde 1 uM de
MeJA (BHUIYAN & ADACHI, 2003).

Aplicagdes exdgenas de jasmonato estimulam a biossintese de varios
metabdlitos secundarios em suspensao celular e plantas intactas. Tal situagao pode
ser observada neste trabalho, onde a producdo de betacianina foi estimulada pela
adicdo de MeJA na concentracao de 100 pM (

Figura 5). Concentracbes menores (0,01 — 10 pM) ndo apresentaram diferencas

significativas em relacdo ao controle (Tabela 1).

80 a
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mg amarantina 100g MF

Figura 5. Concentragdo de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro
por 35 dias sob diferentes concentragbes de MeJA

Barras verticais representam o erro padrao da média de cinco repeticbes, médias acompanhadas de
diferentes letras sao significativamente diferentes pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro
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Tabela 1. Produgao de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro por
35 dias sob diferentes concentra¢des de MeJA em relagdo ao controle (X controle)

Concentracao de MeJA (uM) Teor de betacianina Producao de betacianina em
(mg amarantina 100g MF '1) relacdo ao controle (x controle)
0 18,26 1,0
0,01 17,14 0,9
0,1 18,30 1,0
1 19,75 1,0
10 30,07 1,6
100 73,56 4,0

No entanto, € importante salientar que a concentracao de 100 uM de MeJA foi
totalmente tdxica para o crescimento das plantas, portanto, a quantificacdo de
betacianina neste tratamento foi feita apenas com os explantes iniciais, mantidos por
35 dias nesta concentracao.

A analise de correlagdo também demonstrou que a maior producdo de
betacianina ocorreu quando o crescimento das plantas foi reduzido, o que pode ser
visto pela associacao linear negativa entre a producao de betacianina e as variaveis
morfoldgicas analisadas (

Tabela 2).

Tabela 2. Correlagdo entre a producdo de betacianina e as variaveis morfolégicas analisadas em
Alternanthera philoxeroides apés 35 dias de cultivo em diferentes concentracdes de MeJA

NB CB MFPA CR PB
NG 0,8079 0,3297 0,5328 0,4104 - 0,4421
NB - 0,4410 0,5925 0,4527 -0,4785
CB - - 0,6380 0,5072 -0,7002
MFPA - - - 0,7596 -0,8302
CR - - - - -0,6985

NG = ndmero de gemas, NB = nimero de brotos, CB comprimento dos brotos, MFPA = massa fresca
da parte aérea, CR = comprimento radicular, PB = produgéo de betacianina.

BHUIYAN & ADACHI (2003) obtiveram aumento na produgao de betacianina
em Portulaca sp. com a adicdo de MeJA na concentracdao de 0,1 pM; 100 uM de
Meda prejudicou a biossintese de betacianina, tendo resultados inferiores ao
tratamento controle.

Altos niveis de MeJA (70-100 pM) resultaram no maior conteudo de

betacianina produzido nas raizes de Beta vulgaris apés 15 dias de cultivo; aos 20
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dias de cultivo a maior produgédo do pigmento foi obtida na concentracao de 40 pM
com biossintese de 1,35 maior que o controle (SURESH et al., 2004).

O MeJA também apresentou resultados satisfatérios na producao de outros
metabolitos secundarios. A concentragdo de 0,5 uM de MeJA aumentou em trés
vezes 0 acumulo de antocianina em relagdo ao controle em células de Vaccinium
pahalae cultivados em suspensao (FANG et al.,, 1999). SANIEWISKI et al. (2004)
também aumentaram a sintese de antocianina em caules de Crassula multicava com
a adicao de MeJA.

Embrides somaticos de Eleutherococcus senticosus cultivados em biorreator
com 200 puM de MeJA apresentaram um aumento de sete vezes a producdo de
euterosides totais e quatro vezes de acido clorogénico em relacao ao controle
(SHOHAEL et al., 2007).

A biossintese do acido rosmarico também foi estimulada por MeJA em raizes
de Coleus blumei (BAUER et al., 2009) e plantas de Ocimum basilicum aumentaram
a atividade antioxidante de 2-3 vezes ap6s o aumento da concentragdo de acido
rosmario, acido cafeico, eugenol e linolol estimulados pelo MeJA (KIM et al., 2006).

A partir dos dados apresentados neste trabalho pode-se perceber
visivelmente o efeito de aplicacbes exdégenas de MeJA nas caracteristicas

morfolégicas e na producao de betacianina em plantas de A. philoxeroides.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram que o metil jasmonato aumenta a
biossintese de betacianina em Alternanthera philoxeroides, mas apresenta efeito

téxico para o crescimento das plantas. Desta forma, novos experimentos devem ser
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conduzidos visando otimizar a taxa de multiplicacdo e crescimento das plantas com

a maximizacao da producédo de betacianina.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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