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RESUMO
A espécie Alternanthera philoxeroides (Mart.). Griseb. conhecida popularmente como
erva-de-jacare, esta presente em formagdes pioneiras do tipo restinga, geralmente
em terrenos arenosos, com algum teor salino, podendo ser considerada uma planta
potencialmente tolerante a salinidade. Em sua constituicdo quimica foram
encontrados, dentre outros fitoquimicos, pigmentos da classe das betalainas. Esses
pigmentos naturais nitrogenados ganharam notoriedade depois que passaram a ser
empregados como aditivos para produtos alimenticios e nutracéuticos devido as
suas propriedades atoxicas. Técnicas de cultura in vitro proporcionam uma série de
vantagens para o estudo de plantas medicinais, pois possibilitam o uso de elicitores
abidticos, como o NaCl, com o intuito de aumentar a biossintese do metabdlito de
interesse. Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar as caracteristicas
morfologicas de plantas de A. philoxeroides cultivadas in vitro, sob diferentes
concentracbes de NaCl, e analisar a influéncia deste elicitor na producdo do
pigmento betacianina. Para isso, segmentos nodais de plantas pré-aclimatizadas in
vitro, foram inoculados em meio MS acrescido de concentragdes crescentes de NaCl
(0; 50; 100; 150; 200 e 250 mM), permanecendo, por 35 dias, em sala de
crescimento. Apds esse periodo foram avaliados os parametros de crescimento:
altura, numero de gemas, brotos, raiz, comprimento da maior raiz, massa fresca da
parte aérea e concentragao de betacianina, em folhas e caules. A adicdo de NaCl ao
meio de cultura afetou de forma negativa os seguintes parametros de crescimento,
altura, numero de gemas, numero de brotos, numero e comprimento da raiz. Em
relagdo ao sistema radicular, tanto para numero, como para comprimento da raiz, as
maiores médias foram obtidas em plantas cultivadas em meio sem adicdo de NaCl.
As maiores concentragdes de betacianina foram encontradas nos caules de plantas
cultivadas em meio MS com 50 mM de NaCl. Conclui-se que plantas de A.
philoxeroides elicitadas com cloreto de sédio apresentam uma diminuicdo nos



parametros morfolégicos avaliados, porém em baixas concentragdes ha um estimulo
da sintese de betacianina.

Palavras-chave: plantas medicinais, betalainas, erva-de-jacare.

ABSTRACT

The species Alternanthera philoxeroides (Mart.). Griseb. popularly known as,
“alligator- weed” is present in pioneer formations of salt marsh type ecosystem,
usually in sandy soils, with some salt content and it can be considered a potentially
salinity tolerant plant. In their chemical composition we found other phytochemicals of
betalains grade pigments. These nitrogenous natural pigments gained notoriety after
being used as additives for food products and nutraceuticals due to its non-toxic
properties. Vitro culture techniques provide a number of advantages to the study of
plants, because they enable the use of abiotic elicitors, such as NaCl, in order to
increase the biosynthesis of the metabolite of interest. Thus, the aim of this study
was to evaluate the morphological characteristics of A. philoxeroides plants grown in
vitro under different concentrations of NaCl, and analyze the influence of this elicitor
in production of betacyanin pigment. For this purpose, nodal pre-acclimated plants in
vitro were inoculated in MS medium supplemented with increasing concentrations of
NaCl (0; 50; 100; 150; 200 and 250 mM), remaining for 35 days in a growth room.
After this period we evaluated the growth parameters: time, number of buds, shoots,
roots, the greater root length, fresh weight of shoot and betacyanin concentration in
leaves and stems. The addition of NaCl to the culture medium negatively affected the
following growth parameters: - time, number of buds, number of shoots, number and
root length. Regarding the root system, both for number and for root length, the
highest average was obtained from plants grown in medium without addition of NaCl.
The highest concentrations were found in betacyanin stems of plants grown in MS
medium at 50 mM NaCl. It concludes that plants of A. philoxeroides elicited with
sodium chloride show a decrease in the assessed morphological parameters, but in
low concentrations there is a stimulation of betacyanin synthesis.

Keywords: medicinal plants, betalains, alligator- weed.

INTRODUGAO

O uso das plantas medicinais para prevencgao, tratamento e/ou cura de
enfermidades € tdo antigo quanto a espécie humana (ULRICH-MERZENICH, 2014).
Primeiramente, foi somente por meio de observagcdes que o homem passou a
conhecer seus efeitos benéficos ou maléficos, catalogando essas plantas medicinais
de acordo com sua eficacia e modo de administrar, sem ao menos conhecer suas

propriedades, constituicdo e composi¢cao quimica (ENECHI; ODO; WUAVE, 2013).



Posteriormente, foi postulado que essas plantas terapéuticas possuiam um
arsenal quimico natural, que possibilitaria a descoberta de substancias toxicas e
medicamentosas ao longo do tempo, desenvolvendo varias ciéncias, incluindo a
quimica dos produtos naturais (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014).

Esses produtos naturais, também chamados de metabdlitos secundarios
presente nas plantas, possuem uma biossintese complexa que os difere dos
metabdlitos primarios, pela baixa produgcdo e heterogeneidade dentro das plantas.
Ainda, estdo sujeitas a influéncia de diferentes variaveis ambientais (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007) e representam uma interface quimica entre os vegetais e o ambiente
circundante onde fatores bidticos e abidticos interferem na qualidade e na

guantidade de produtos secundarios de uma planta, em um determinado momento.

Pertencente a essa cena, estda a espécie medicinal Alternanthera
philoxeroides (Mart.) Griseb. , popularmente conhecida como erva-de-jacaré, que
vém sendo utilizada como anti-inflamatdria e diurética (RATTANATHONGKOM et al.,
2009). Ela é encontrada em formacgdes pioneiras do tipo restinga, geralmente em
terrenos arenosos recentes, com algum teor salino (BLUM, 2008), podendo ser
considerada uma planta potencialmente tolerante a salinidade (GAO et al., 2008).
Em sua constituicdo quimica foram encontrados flavonoides glicosilados, saponinas
e betalainas conferindo-lhe ag¢do antitumoral e antiviral contra HSV-1, HSV-2,
citomegalovirus, virus do sarampo, virus MUMPS e HIV (Human- Immunodeficiency-
virus) (FANG et al., 2007,RATTANATHONGKOM et al., 2009).

As betalainas sdo pigmentos naturais, N-heterociclicos, soluveis em agua,
que substituem as antocianinas nas familias da ordem Caryophyllales (VOLP;
VOGT; SCHLIEMANN, 2009), e podem ser divididas em dois grupos estruturais: as
betacianinas (vermelho ao vermelho violeta) e as betaxantinas (amarelo). A
importancia bioativa destes pigmentos é estudada por diversos autores tendo sido
comprovados os efeitos antivirais e antimicrobianos dos pigmentos betalainas
(STRACK; VOGT; SCHLIEMANN, 2003).

E importante salientar que os compostos supracitados, sdo mais eficientes

quando produzidos pela prépria planta. Por outro lado, a obtencdo dos mesmos por



reacoes sintéticas se torna complexa devido a presengca de estruturas
polihidroxiladas, dificultando o seu aproveitamento farmacoldgico. Pensando nisso,
nas ultimas duas décadas, pesquisadores tém focado em estudos de biotecnologia
vegetal, como alternativa para essa produgéo, usando culturas celulares ou mesmo
plantas inteiras (MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

Por exemplo, as técnicas de cultura in vitro que proporcionam uma série de
vantagens para o estudo de plantas medicinais, como as do género Alternanthera,
pois possibilitam a manipulacdo da composi¢cdo fitoquimica dessas plantas de
maneira mais simples, confidvel e previsivel, evitando a interferéncia de fatores
externos (PARK et al., 2008). Aliado a isso, pode ser empregado o uso de elicitores
abidticos com o intuito de aumentar a biossintese do metabdlito de interesse
(KORSANGRUANG et al.,, 2010). O aumento de metabdlitos secundarios por
elicitacdo € uma das estratégias encontradas para atender a demanda comercial de
compostos de interesse industrial (RAMAKRISHNA; RAVISHANKA, 2011). Estes
indutores que podem ser fisicos e/ou quimicos ao entrar em contato com as plantas
desencadeariam um estresse celular (ZHAO; VERPOORTE, 2007) induzindo um
aumento dos metabdlitos secundarios tais como os pigmentos betalamicos,
flavonoides e outros compostos (GEORGIEV et al., 2008).

Algumas espécies de Alternanthera ja estdo sendo utilizadas como modelos
biolégicos para estudos sobre a fisiologia do metabolismo secundario, tanto na
producdo como no armazenamento e aproveitamento de moléculas naturais como
as betacianinas (KLEINOWSKI et al., 2014, RIBEIRO et al., 2014, RODRIGUES-
BRANDAO et al., 2014).

Este trabalho objetivou avaliar as caracteristicas morfolégicas de plantas de
A. philoxeroides cultivadas in vitro, sob diferentes concentragcées de NaCl, e analisar

a influéncia deste elicitor na produgao do pigmento betacianina.

MATERIAIS E METODOS

Plantas de A. philoxeroides (erva-de-jacaré), provenientes do municipio de
Rio Grande, no Rio Grande do Sul, tiveram sua identificagdo taxondmica confirmada
por meio da chave de identificacdo para Amaranthaceae e catalogada no Herbario
Pel sob o numero 24.535. Para o estabelecimento in vitro, foram utilizados

segmentos nodais de brotagdes novas, contendo uma ou duas gemas axilares, de



plantas mantidas, por 15 dias, na casa de vegetagédo. Os segmentos foram lavados
em agua corrente e em agua destilada com agitacdo mecanica por 15 minutos.
Posteriormente, o material vegetal foi imerso em hipoclorito de sédio 1%, com trés
gotas de tween (20min), e em alcool 70%, por 20 segundos. Todos os procedimentos
foram intercalados com banhos em agua estéril.

Segmentos nodais de plantas pré-aclimatizadas in vitro, foram inoculados em
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) em camara de fluxo laminar, sob condi¢des
assepticas acrescido de concentragdes crescentes de NaCl (0; 50; 100; 150; 200 e
250 mM), permanecendo, por 35 dias, em sala de crescimento, com 16 horas de
fotoperiodo e 48 pmol m? s de densidade de fluxo de fétons.

Apods esse periodo foram avaliados os parametros de crescimento: altura,
numero de gemas, brotos, raiz, comprimento da maior raiz, massa fresca da parte
aérea e concentracao de betacianina, em folhas e caules. Para esta ultima analise, o
material vegetal foi macerado em 5 mL de agua destilada e centrifugado a 13.632g a
4°C por 15 minutos. A quantificacdo de betacianina seguiu a metodologia de Cai et
al. (1998), sendo a leitura realizada em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda
de 536 e 650 nm e a concentragao obtida expressa em mg de Amarantina por 100g
de massa fresca.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto de seis
tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada representada por um frasco contendo
cinco explantes. A analise de betacianina foi realizada em esquema fatorial 6x2(seis
tipos de meio e dois 6rgaos diferentes). Os dados foram submetidos a analise da
variancia, regressao polinomial e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%),
com auxilio do software WinStat (MACHADO;CONCEICAOQ, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo de NaCl ao meio de cultura afetou de forma negativa os parametros
de crescimento, altura, numero de gemas, numero de brotos, numero e comprimento
da raiz.

O aumento da concentracdo de NaCl implicou na redugcado da altura das
plantas de A. philoxeroides (Figura 1a), podendo ser devido a diversos fatores, tais
como: o efeito téxico dos ions que foram absorvidos; o baixo potencial osmatico e

hidrico das células em relacdo ao meio de cultura testado; bem como a utilizagao de



energia metabdlica no processo de ajustamento osmético. Resultados semelhantes
foram encontrados em espécies como Morinda citrifolia e M. pubescens (NIVAS;
GOIKWAD; CHAVAN, 2011), Solanum Iycopersicum (ROMERO-ARANDA et al.,
2001) e em outras espécies de dunas como Spartina ciliata, Blutaparon
portulacoides, Cakile maritima (CORDAZZO;SEELINGER, 2003). A semelhanga de
tais resultados mostra que o menor crescimento nos vegetais € uma resposta
geralmente causada pela presenga de sal no meio. Com influéncia da alta
salinidade, a expansao celular pode ser reduzida pelo acumulo de sais na parede
celular, que pode diminuir o turgor e, consequentemente, o crescimento
(CORDEIRO, 2001).

A variavel numero de gemas foi afetada com o aumento da concentragéo no
meio de cultura, sendo tal efeito mais evidente nas concentragbes mais elevadas do
sal (Figura 1b). Dentre os prejuizos causados pelo estresse salino, estdo o retardo
ou a inibicdo no aparecimento das gemas e atrofiamento das mesmas, sendo,
portanto, um efeito comum aos vegetais expostos ao sal (MUSCOLO; PANUCCIO;
SIDARI, 2003).

A concentracdo de 250 mM de NaCl promoveu uma diminuicido de 38% na
formacao de novos brotos em relagao as plantas crescidas em meio MS sem adicao
de cloreto de sodio (Figura 1c). Concentragdes inferiores a esta nao diferiram entre
si, concordando com resultados obtidos por Pérez-Tornero et al. (2009) e
Sotiropoulos; Dimassi (2004), que relataram que baixas concentragdes né&o
apresentam efeito negativo sobre essa variavel, pois in vitro ndo ocorre diferenca de
osmolaridade.

Plantas cultivadas em meio MS, livre de NaCl, apresentaram as maiores
meédias para numero de raiz (13,35), sendo as concentragdes crescentes de sal
prejudiciais para este 6rgao, chegando a uma diminuicdo de quase 80% na maior
concentracao testada (Figura 1d).

Até a concentragdo de 100 mM de NaCl ndo ocorreram modificagbes no
comprimento da raiz em relagdo ao controle (1,85 cm), porém a partir de 150 mM a
diminui¢ao foi gradativa, chegando a 0,19 cm na concentragdo de 250 mM (Figura
1e).

Em estudo sobre diferentes concentragdes de Fernandes et al. (2003) sobre o
efeito salinidade no crescimento de Bactris gasipaes, verificaram que o sistema

radicular foi a parte da planta mais afetada pela salinidade, diferentemente do que
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de raiz (e) de plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro, por 35 dias, em meio MS, com

diferentes concentragdes de NaCl.

Em relagdo a quantificacdo de betacianina ocorreu diferenca estatistica tanto

em relacdo aos oOrgaos, como para 0s meios testados, sendo as maiores

250



concentracbes de betacianina encontradas nos caules de plantas cultivadas em
meio MS com 50 mM de NaCl. Verificando o acumulo de betacianina em A.
philoxeroides in vitro, sob elicitagcdo com tirosina, Kleinowski et al. (2014) também
encontraram diferengas significativas nos teores desses pigmentos entre caules e
folhas, constatando um expressivo acumulo de betacianina nos caules. Os autores
desse trabalho ponderaram, que a capacidade de sintese de betacianina por uma
planta ndo é bem elucidada até o presente momento, no entanto é esperado haver
um limite celular, em cada 6rgéo, de producdo e acumulo desse composto.

Conforme observado na figura 2, ndo foi obtido massa de folhas suficientes
para a realizagcao da analise, nas concentragdes acima de 150 mM, pois ndo houve
formacgao de gemas, isso pode ter ocorrido porque os sais exercem efeitos de forma
direta ou indireta, lenta ou brusca, total ou parcial sobre o desenvolvimento das
plantas, Schossler et al. (2012). Esses autores também destacaram que os efeitos
do excesso de sais, principalmente o Na e o Cl, provocam reducdo do
desenvolvimento vegetal, promovendo disturbios fisiolégicos impedindo o
crescimento normal das plantas.
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FIGURA 2. Quantificagdo de betacianina em folhas e caules de plantas de Alternanthera
philoxeroides cultivadas in vitro em meio MS com diferentes concentragbes de NaCl, por 35 dias.
*Letras iguais nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
sendo que, letras minusculas comparam os diferentes 6rgéos dentro de cada concentracao e letras

maiusculas comparam 6rgdos iguais nas diferentes concentragdes. As barras representam o erro
padrao.



Por outro lado, a salinidade induz o acumulo de aminoacidos como a
fenilalanina e a tirosina, sendo a ultima o aminoacido precursor na biossintese das
betalainas, além disso, € comum em plantas elicitadas que a via do metabolismo
secundario originados desses aminoacidos aumente (ZHANG et al.,, 2011),
proporcionando um acumulo de compostos nitrogenados, como as betacianinas
(MANSOUR, 2000, AZIZ; KHAN, 2001).

Em outro estudo utilizando sal como elicitor de betacianinas em plantas de A.
piloxeroides, Ribeiro et al. (2014) verificaram que houve um interacdo significativa
entre os 6rgaos (caules e folhas) e a concentragdo de NaCl, sendo que nos caules
na maior concentragcao de sal utilizada, 400 mM, foi encontrado um aumento de
cerca de 80% em comparagéo ao controle.

Em plantas de A. tenella cultivadas in vitro, a aplicagdo exoégena do
fitohormdnio acido salicilico foi testada por Rodrigues-Brandao et al. (2014), que
relataram que esta molécula na concentracédo de 300 uM capaz de induzir resposta
positivas na producdo de betacianina com um aumento de em média 10% em
relagéo ao controle

As betacianinas sao pigmentos nitrogenados, de coloragcao vermelho-violeta e
juntamente com as betaxantinas pertencem a classe das betalainas (Volp et al.
2009). O aumento da sintese deste pigmento, observado no presente trabalho, esta
de acordo com os resultados obtidos por Wang et al. (2008) com Suaeda salsa,
pertencente a familia Chenopodiaceae, que observaram aumento no conteudo de
betacianina quando as plantas foram submetidas ao estresse salino. Este mesmo
autor ainda sugere que as betacianinas podem funcionar como osmolitos na defesa
de processos fisioldgicos contra estresses abibticos através da modulagdo do pool
de aminoacidos.

Esses estudos ratificam o aludido por Ramakrishna; Ravishanka, (2011) que
indicaram que aumento de metabdlitos secundarios por elicitacdo foi uma das
melhores estratégias encontradas para atender a demanda comercial de compostos

de interesse industrial.

CONCLUSAO
Plantas de A. piloxeroides submetidas a elicitacdo por NaCl, cultivadas in

vitro, sofrem interferéncias nos seus parametros morfofisiolégicos, porém sao



capazes de alterar o seu metabolismo secundario, nos diferentes o6rgaos,

aumentando o fluxo de produgao de betacianina, principalmente, nos caules.
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