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RESUMO

As plantas produzem uma ampla variedade de metabdlitos secundarios em resposta a
estresses bidticos e abidticos e o acido jasmobnico e metil jasmonato (MeJa) estédo
associados as respostas de defesa frente a estes estresses. Desta forma, tais
compostos tém sido amplamente utilizados como elicitores abioticos, através de
aplicagbes exogenas nas plantas, com o intuito de promover o aumento da sintese de
compostos de interesse. Alternanthera philoxeroides, conhecida popularmente como
erva-de-jacaré, possui compostos que sao de interesse da industria farmacéutica,
porém a produgcao na natureza ndo contempla a demanda, sendo necessario otimizar a
produgao destes metabdlitos e neste sentido o cultivo in vitro aliado a aplicagao de
elicitores se tornam uma importante ferramenta de estudo. Com o intuito de avaliar o
efeito de Meda na multiplicacédo in vitro e no aumento do teor de betacianina de A.
philoxeroides, diferentes concentragdes de MedJa (0; 0,01; 0,1; 1; 10,0 e 100 pM) foram
adicionados ao meio de cultura MS padrao. Apds 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. Os resultados demonstraram que as
concentracdes superiores a 10 yM de MeJa, em comparacédo ao controle, diminuiram
significativamente o numero de brotos, comprimento de raizes, altura e massa fresca
da parte aérea, porém aumentaram os teores de betacianina, sendo possivel concluir
que o Meda tem potencial de estimular a biossintese de betacianina mas prejudica o
desenvolvimento desta espécie.
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Methyl jasmonate on multiplication in vitro and increasing of beta-
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ABSTRACT

Plants produce a wide variety of secondary metabolites in response to biotic and abiotic
stresses and jasmonic acid and Methyl Jasmonate (MedJa) are associated with the front
defense responses to these stresses. Thus, such compounds have been widely used as
abiotic elicitors, by application of exogenous plants, in order to promote increased syn-
thesis of compounds of interest. Alternanthera philoxeroides, popularly known as alliga-
tor weed, has compounds that are of pharmaceutical interest, but production in nature
does not cover the demand, so it is necessary to optimize the production of these me-
tabolites and in this sense in vitro culture combined with elicitors application become an
important study tool. In order to evaluate the effect of MedJa in vitro proliferation and in-
creased betacyanin content of A. philoxeroides, different concentrations of Meda (0;
0.01; 0.1; 1; 10.0 and 100 mM) were added to the standard MS medium culture. After
35 days of culture we evaluated number of buds and shoots per plant, height, average
root length, fresh weight of shoot and shoot betacyanin content. The results showed
that the concentrations greater than 10 mM of MeJa, compared to the control, signifi-
cantly decreased the number of shoots, root length, height and fresh weight of shoot,
but increased betacyanin. It is concluded that the MeJa has the potential to stimulate
betacyanin biosynthesis but affects the development of this species.

Keywords: alligator weed; elicitors; betalains

INTRODUGAO

Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. (Amaranthaceae), conhecida
popularmente como erva-de-jacaré € uma planta nativa da América do Sul, considerada
anfibia por crescer 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 presencga de flavonoides
glicosilados, saponinas e betacianinas, conferindo-lhe acdo antiviral, antitumoral,
diurética, antipirética, no tratamento de feridas e Uulceras (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 betacianinas, presentes nesta espécie, sdo pigmentos nitrogenados soluveis
em agua, de coloragdo vermelho-violeta, pertencentes a classe das betalainas. Tais
pigmentos sdo amplamente utilizados como aditivo de alimentos, medicamentos e

produtos cosméticos, pois além de apresentarem atividade antioxidante sido eficientes



colorantes naturais com auséncia de toxicidade (CAl et al., 2005; AZEREDO, 2009;
VOLP et al., 2009; GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA, 2013).

A produgao comercial de pigmentos naturais tem ficado aquém devido a
escassez de quantidade significativa de matéria fresca altamente pigmentada, falta de
métodos simples e eficazes de extracdo e purificacdo destes produtos (KHAN;
GIRIDHAR, 2015).

O cultivo in vitro permite melhorar a producao destes pigmentos através da
possibilidade de utilizar elicitores (agentes quimicos e estressantes), para alterar as
rotas metabdlicas afetando qualitativamente e quantitativamente as moléculas bioativas
produzidas (JIAO et al., 2016).

A aplicagao de elicitores, em concentragdes adequadas, induz ou mediam sinais,
através da ativagao de varios genes nas plantas que resultam na sintese e acumulo de
metabdlitos secundarios (ALAMINO et al., 2013). Derivado do acido jasménico, o
composto volatil Metil Jasmonato (MedJa), vem sendo utilizado em varios estudos como
elicitor (SANIEWSKI et al., 2003; MANDAL, 2010; GEYTER et al., 2012; DANAEE et
al., 2015).

O Meda exerce diferentes efeitos fisiolégicos e bioquimicos nas plantas,
incluindo a inibicao da germinagao de sementes, do crescimento das raizes e de calos,
promove a senescéncia de frutas e folhas, a degradacdo da clorofila, inibicdo da
fotossintese, aumento da atividade respiratéria e esta associado aos processos de
defesa (ROSSATO et al., 2002; ANANIEVA et al., 2004; NORASTEHNIA et al., 2007).

A maioria dos trabalhos utilizando elicitores abiético para estimular o aumento da
produgcao de metabdlitos secundarios, € realizada em cultura de células ou 6rgaos em
meio liquido, muitas vezes utilizando biorreatores. No entanto, pouco se sabe sobre o
efeito de tais elicitores em meio semi-solido. Também, vale ressaltar que poucos
trabalhos foram feitos com a espécie A. philoxeroides relacionados a produgcao de
betacianinas. Com o intuito de aumentar a produgdo de betacianina em plantas de A.
philoxeroides, este trabalho teve o objetivo de demonstrar a influéncia do Meda na

producao de betacianina e na multiplicagao in vitro desta espécie.



MATERIAL E METODOS

Plantas de A. 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.

Seis concentragbes de metil jasmonato (0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 pM) foram
adicionadas ao meio MS basico, previamente autoclavado por 20 minutos, a uma
temperatura de 121° C e pressé&o de 1,05 kg cm™.

Os explantes foram inoculados em condigbes assépticas nos meios de cultura
em camara de fluxo laminar e posteriormente mantidos em sala de crescimento, sob

fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fotons de 48 pymoles 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 realizagdo da analise das betacianinas, foi utilizada a parte aérea das
plantas de A. philoxeroides, as quais foram maceradas em 5 mL de agua destilada e
apos, centrifugadas a 10.000 g, a 4°C por 20 minutos. A quantificacdo de betacianinas
foi realizada em espectrofotdmetro Ultrospec 2100 Pro da Amersham Biosciences®.

A concentragao de betacianina foi calculada e expressada como amarantina, de
acordo com a metodologia descrita por Cai et al. (1998) com algumas modifica¢des
pela seguinte formula: Concentragdo de amarantina = (Asss — Asso) X P.M. x V x FD x 100
/ € x MF; onde ¢ é o coeficiente de absor¢do 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 extragédo (5 ml),
FD é o fator de diluicado e MF é a massa fresca das amostras. Os resultados foram
expressos em mg de amarantina por 100 g de massa fresca.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (concentragbes de metil jasmonato), contendo cinco repeticbes, sendo
cada uma representada por um frasco contendo cinco explantes. Os resultados dos
tratamentos foram 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; CONCEICAO, 2002). Também foram realizadas

analises de correlagao entre as variaveis morfoldgicas e a produgao de betacianina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracbes de metil jasmonato (Meda) testadas afetaram as
caracteristicas morfologicas avaliadas nas plantas de A. philoxeroides. Foi observado
um efeito negativo das altas concentragbes de Meda no crescimento das plantas,
sendo a concentracdo de 100 yM totalmente toxica. As maiores médias de numero 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 1A — D).

Em Nicotiana tabacum, o MeJa induziu a redugdo da organogénese. Segundo
Capitani et al. (2005), concentragdes de 1 e 10 yM causaram a diminuigdo no numero
de brotos por explante em comparagao ao controle, no entanto, estimulou a atividade
mitética e a expanséo celular.

No presente trabalho a concentracdo de 10 pM diminui significativamente o
numero de brotos (Figura 1A), o comprimento das raizes (Figura 1B), a altura (Figura 1

C) e a massa fresca da parte aérea (Figura1 D) das plantas em relagao ao controle.
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Figura 1. 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 concentragbes de Meda. Barras verticais representam o erro padrdo da média de cinco
repeticbes, médias acompanhadas de diferentes letras sédo significativamente diferentes pelo Teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Maksymiec; Krupa (2007) também observaram a ac&o negativa do MeJa para o
crescimento radicular, raizes de Allium cepa diminuiram nitidamente (78%) apds a
exposigcao de 50 uM deste regulador de crescimento.

Tratamento com 50 yM de MedJa nao tiveram efeito significativo no crescimento
radicular de Zea mays, porém em maiores concentra¢des, o 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 fresca,

massa seca e a taxa de crescimento apresentaram uma diminuigdo inversamente



proporcional a concentragdao de MedJa, sendo observado respectivamente em 400 uM
uma diminui¢ao de 5,6, 3,8 e 4,5 vezes menos que o controle (SHOHAEL et al., 2007).

Células em suspensao de Portulaca sp. também tiveram uma diminuicdo na taxa
de crescimento a partir de 1 yM de MeJa (BHUIYAN; ADACHI, 2003).

Aplicagbes exdgenas de jasmonato estimulam a biossintese de varios
metabdlitos secundarios em suspensao celular e plantas intactas. Tal situacdo pode ser
observada neste trabalho, onde a produgao de betacianina foi estimulada pela adicéo
de Meda na concentracdo de 100 yM (Figura 2). Concentragbes menores (0,01 — 10

MM) ndo apresentaram diferengas significativas em relagéo ao controle (Tabela 1).
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Figura 2. Concentragédo de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro por
35 dias, sob diferentes concentragdes de MedJa. Barras verticais representam o erro padrdo da média de
cinco repeticdes, médias acompanhadas de diferentes letras sao significativamente diferentes pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Tabela 1. Produgéo de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro por 35
dias sob diferentes concentragées de MeJa em relagéo ao controle (X controle)

Concentracéo de MeJa (uM) Teor de betacianina Producédo de betacianina em




(mg amarantina 100g MF ") relagéo 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, é importante salientar que a concentracido de 100 uM de Meda foi
totalmente toxica para o crescimento das plantas, portanto, a quantificacdo de
betacianina neste tratamento foi feita apenas com os explantes iniciais, mantidos por
35 dias nesta concentragéo.

A analise de correlacdo também demonstrou que a maior produgao de
betacianina ocorreu quando o crescimento das plantas foi reduzido, o que pode ser
visto pela associacéo linear negativa entre a produgcéo de betacianina e as variaveis

morfologicas analisadas ().
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Tabela 2. Correlagdo entre a produgdo de betacianina e as variaveis morfolégicas analisadas em

Alternanthera philoxeroides apos 35 dias de cultivo em diferentes concentragbes 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 = numero de gemas, NB = nimero de brotos, CB comprimento dos brotos, MFPA = massa fresca

da parte aérea, CR = comprimento radicular, PB = produg¢ao de betacianina.

Bhuiyan; Adachi (2003) obtiveram aumento na producdo de betacianina em
Portulaca sp. com a adigdo de Meda na concentracéo de 0,1 uM, sendo que 100 uM
de MedJa prejudicou a biossintese de betacianina, tendo resultados inferiores ao
tratamento controle.

Altos niveis de Meda (70-100 pM) resultaram no maior conteudo de
betacianina produzido nas raizes de Beta vulgaris apos 15 dias de cultivo; aos 20
dias de cultivo a maior produgcao do pigmento foi obtida na concentragcao de 40 uM
com biossintese de 1,35 maior que o controle (SURESH et al., 2004).

O Meda também apresentou resultados satisfatérios na producdo de outros
metabdlitos secundarios. A concentragcdo de 0,5 yM aumentou em trés vezes o
acumulo de antocianina em relagdo ao controle em células de Vaccinium pahalae
cultivados em suspensao (FANG et al., 1999). Saniewiski et al. (2003) 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 uyM de Meda apresentaram um aumento de sete vezes a producado de
euterosides totais e quatro vezes de acido clorogénico em relagédo 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 apés o aumento da concentracdo de acido

rosmario, acido cafeico, eugenol e linolol estimulados pelo MedJa (KIM et al., 2006).
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A partir dos dados apresentados neste trabalho pode-se perceber

visivelmente o efeito de aplicagcbes exdégenas de Meda 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
conduzidos visando otimizar a taxa de multiplicacéo e crescimento das plantas com

a maximizagao da producao de betacianina.
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