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RESUMO

TIERNO, R.R.S.Cultura in vitro de Arachis repens Handro: andlise fitoquimica e avaliacdo
da atividade antioxidante de materiais obtidos sob diferentes qualidades de luz. 2017. 96f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Arachis repens Handro, popularmente conhecida como grama amendoim, é utilizada
como planta ornamental, forragem e para cobertura do solo, possuindo reproducdo
predominantemente vegetativa e escassa producdo de sementes. O presente trabalho teve
como objetivos estabelecer sistemas de cultura de calos, assim como caracterizar o perfil
fitoquimico e avaliar o potencial antioxidante de extratos dos materiais cultivados sob
diferentes qualidades de luz. O estabelecimento de plantas in vitro foi obtido a partir de
segmentos caulinares excisados de plantas mantidas em casa de vegetacdo apds pre-
tratamento com o inseticida lcon Garden® por trés dias, sequindo-se a inoculacdo em meio
MS contendo Agrimicina® a 300 mg/L, sem adicdo de reguladores de crescimento. As
culturas foram incubadas a 30 +2 °C em camaras de crescimento, sob luz fluorescente branca
ou sob LEDs vermelho, azul, branco ou misto (vermelho+azul). A incubacdo sob LED
vermelho resultou em um aumento significativo na altura das plantas. Para a inducdo de
calogénese, segmentos caulinares excisados de plantas obtidas in vitro foram cultivados em
meio MS suplementado com TDZ a 13,6 UM e incubados sob as mesmas condicdes de
luminosidade. Segmentos nodais cultivados sob luz fluorescente branca apresentaram
formacdo de calos compactos ou friaveis. Segmentos internodaistambém originaram calos
fridveis, compactos ou mistos, em diferentes frequéncias. Os calos apresentaram respostas
morfogénicas distintas. Na avaliacdo da producéo de calos sob os diferentes tipos de LEDs,
foi observado maior percentual de calos compactos a partir de segmentos internodais
cultivados sob LED branco. Entretanto, a maior producdo de calos friaveis ocorreu em
resposta a incubacdo sob LED vermelho.Por outro lado, o cultivo sob LED azul resultou em
maior percentual de formacdode calos mistos. A caracterizagdo fitoquimica dos diferentes
materiais de A. repens foi realizada por meio de analises cromatograficas. A analise por CCD
permitiu a identificacdo do resveratrol, bem como a presenca de outros grupos de substancias.
Os resultados obtidos por CLAE confirmaram a presenca de trans-resveratrol nos extratos de
calos incubados nos diferentes tipos de LEDs, sendo o maior teor detectado nos extratos de
calos derivados de segmentosnodaisincubados sob LED misto. A avaliagdo do potencial
antioxidante dos extratos dos materiais produzidos in vitro foi realizada por meio do ensaio de
DPPH e o conteudo de fendis totais foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau. Os
extratos etanodlicos de calos derivados de segmentos nodais e internodais incubados sob LED
misto mostraram maior concentragdo de fenois totais e maior potencial antioxidante.A
utilizacdo dos LED’s na cultura de tecidos induziu um aumento na qualidade das plantas e
acarretou no acrescimo de substancias bioativas e atividade antioxidante.

Palavras chaves: Calogénese. Grama amendoim. Antioxidantes. Cromatografia. Trans-
resveratrol.



ABSTRACT

Tierno, R.R.S. In vitro culture of Arachis repens Handro: phytochemical analysis and
evaluation of the antioxidant activity of materials producedunder different light qualities.
2017. 96f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal)- Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Arachis repens Handro, commonlyknown as perennial peanut grass, is used as an
ornamental, forage and ground cover, with vegetative reproduction and very low seed
production. The present work aimed at establishing callus culture systems, as well as the
characterization ofthe phytochemical profile and the antioxidant potential of extracts from in
vitro materials produced under different light qualities.The establishment of in vitro plants
was accomplished from stem segments excised from plants grown in greenhouse, after pre-
treatment with lcon Garden® insecticide for three days, followed by inoculation on MS
medium containing Agrimicina® at 300 mg/L, without growth regulators. These cultures were
incubated at 30 + 2 ° C in growth chambers under white fluorescent light or under red, blue,
white or mixed (red + blue) LEDs.Incubation under red LEDs resulted in a significant
increase in plant height. For callus induction, stem segments excised from in vitro plants were
cultured on MS medium supplemented with 13.6 uM TDZ and incubated under the same light
conditions. Nodal segments maintained under fluorescent white light gave rise tocompact or
friable calluses.Internodal segments also originated friable, compact or mixed callus, at
different frequencies The callus presented different morphogenic responses.In the evaluation
of callus production under different types of LEDs, a higher percentage of compact calluses
was observed from internodal segments cultured under white LED. However, the highest
production of friable callus occurred in response to the incubation under red LED. On the
other side, cultivation under blue LED resulted in a higher percentage of mixed calluses. The
phytochemical characterization of the different materials of A. repens was performed by
means of chromatographic analyzes. The TLC analysis allowed the identification of
resveratrol, as well as the presence of other groups of substances. The results obtained by
HPLC confirmed the presence of trans-resveratrol in the extracts of callus incubated under the
different types of LEDs, and the highest content was detected in the extracts of calluses
derived from nodal segments incubated under mixed LED. The evaluation of the antioxidant
potential of the extracts of the in vitro-derived materials was carried out by DPPH assay and
total phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteau method. The ethanolic extracts
of calluses derived from nodal and internodal segments incubated under mixed LED showed
higher concentration of total phenols and higher antioxidant potential. The use of LED's in
tissue culture induced an increase in the quality of the plants and resulted in the addition of
bioactive substances and antioxidant activity.

Keywords: Callogenesis. Perennial peanut grass. Antioxidants. Chromatography. Trans-
resveratrol.
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INTRODUCAO

1 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

A cultura de tecidos baseia-se na totipoténcia das células vegetais, que consiste na
capacidade de uma unica célula regenerar individuos completos geneticamente idénticos
a matriz doadora, em resposta a sinais especificos. Teoricamente, todas as células
vegetais possuem essa caracteristica, embora a expressdo da totipotencialidade seja
dependente do nivel de diferenciacdo do explante (NETO & ANDRADE, 2013). Outro
fundamento da cultura de tecidos € a competéncia celular, que é a habilidade que uma
ou mais células tem de responder a um estimulo, visando a um processo de
desenvolvimento (GEORGE, 2008; ANDRADE, 2002). A cultura de tecidos vegetais
permite o cultivo in vitro de pequenos fragmentos de tecido vivo (explantes) em meio
nutritivo, sob condicdes adequadas de assepsia, luminosidade e temperatura (TORRES
etal., 2000).

A micropropagacao, técnica de cultura de tecidos que visa a producdo de plantas
completas, inicia-se com a escolha do explante, a descontaminacdo do material e a
inoculacdo no meio de cultura. A descontaminacdo é um conjunto de procedimentos que
visam a eliminacdo de micro-organismos (CID, 2001), sendo utilizados agentes
descontaminantes, como hipoclorito de sodio, cloreto de mercurio, alcool, entre outros,
isoladamente ou em combinacdo, variando o tempo e a concentracdo, conforme a
origem do material vegetal (ANDRADE et al., 2005). Apds a descontaminacdo, 0s
explantes sdo inoculados em meio nutritivo, sendo 0 meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) o mais utilizado.

O processo de morfogénese in vitro pode ocorrer de trés formas distintas: multiplicagdo
de tecidos meristematicos pré-existentes, inducdo de gemas adventicias por
organogénese e inducdo de embriogénese somatica (NETO & ANDRADE, 2013). A
regeneracdao proveniente da proliferacdo de meristemas pré-existentes ndao ocorre pela
desdiferenciacdo das células, jA& que o explante segue o curso normal de
desenvolvimento através das regides meristematicas. Essa via € wusada para
micropropagacao de varias espécies, sendo indicada para programas de conservacgao in
vitro (GAGLIARDI et al., 2002a). A organogénese é o processo de formacédo de 6rgaos

vegetais a partir de uma ou mais células que sdo desdiferenciadas e induzidas a
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rediferenciacdo, podendo levar a formacéo de gemas adventicias (SILVA, MENDES &
MOURAO FILHO, 2008). Na via organogénica, o sistema vascular das gemas
produzidas é conectado com o tecido doador do explante (ANDRADE, 2002). Por outro
lado, na embriogénese somatica, embora as células vegetais também sofram um
processo de desdiferenciacdo e rediferenciacdo, dando origem a embrides somaticos
sem que tenha havido fusio de gametas (JIMENEZ, 2005), os embrides possuem
sistema vascular independente do explante de origem e assemelham-se a embrides
zigoticos, apresentando estruturas bipolares que possuem meristemas apicais e
radiculares (REY & MROGINSKI, 2006).

A embriogénese somatica constitui 0 maior exemplo da expressdo da totipotencialidade
dos tecidos vegetais, e varios estudos tém sido realizados para otimizar a frequéncia e
qualidade dos embrifes somaticos, entre 0s quais a manipulacdo das condicgdes fisicas
da camara de crescimento (luz, temperatura, umidade, etc.) e da composi¢do do meio de
cultura, incluindo o tipo e a concentragdo de fitorreguladores (PHILLIPS, 2004).
Ambos 0s processos, organogénese e a embriogénese, podem ocorrer diretamente a
partir das células dos explantes ou indiretamente, quando ha formacao de calos, massas
desorganizadas de células, a partir das quais podem se formar gemas adventicias ou
embrides somaticos (SILVA, MENDES & MOURAO-FILHO, 2008). As células
formadoras dos calos passam por uma fase de desdiferenciacédo, retornando ao estagio
similar ao meristematico, podendo entrar em constante divisdo celular, formando mais
células de calo, ou sofrer rediferenciacdo, formando 6rgaos ou embrides (MANSUR,
PACHECO & CARNEIRO, 2009).

A morfogénese in vitro é influenciada por vérios fatores, incluindo o genétipo, o tipo de
explante e as condigdes de cultura (ANDRADE, 2002), como a composi¢do do meio
basal, eo tipo econcentracdo dos reguladores de crescimento, que sdo os fatores mais
estudados. As principais auxinas utilizadas sdo acido a-naftalenoacético (ANA), acido
indolbutirico (AIB), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), picloram (PIC) e &cido 3-
indolacético (AlA). Entre as citocininas adotadas mais frequentemente, encontram-se
BAP (6-benzilaminopurina), zeatina, cinetina (KIN), além do thidiazuron (TDZ), que
apresenta atividade citocininica (JARDIM et al., 2010). Entretanto, além dos
componentes do meio de cultura, devem também ser considerados fatores fisicos, como

a luz e a temperatura adotadas.
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A luz exerce um papel fundamental no processo de fotossintese, mas também tem uma
importante funcdo no desenvolvimento do vegetal, sendo responsavel por direcionar
seus movimentos (fototropismo). Os comprimentos de onda que correspondem ao
vermelho (650-680nm), juntamente com o vermelho longo (710-740nm) s&o
responsaveis por maior eficiéncia na fotossintese, enquanto que aqueles que
correspondem ao azul (425-490nm), violeta (400-425nm) e ultravioleta (280-400nm),
ativam o fototropismo (SORGATO et al., 2015).

O conjunto de efeitos bioldgicos provocados pela luz nas plantas depende de sua
absorcdo por receptores especificos (GODOI, GRANDIS & TAKAKI, 2009). Os
fotorreceptores agrupam-se em trés classes, a saber: fitocromos (absorcéo de vermelho e
vermelho longo), criptocromos (absorcdo de azul e ultravioleta A) e fotorreceptores de
UV-B (absorcao na faixa de 280-320 nm) (MAJEROWICZ & PERES, 2004).

Nos sistemas in vitro, as condi¢des de iluminacdo as quais as culturas estdo expostas
também influenciam significativamente a resposta morfogénica, ndo dependendo apenas
da auséncia ou presenga, mas também da qualidade (comprimento de onda), quantidade
(fluxo de fotons) e duracdo (fotoperiodo) (ROCHA et al., 2010).

As lampadas fluorescentes, utilizadas na maioria dos laboratérios (RIBEIROet al.,
2009), emitem comprimentos de onda na faixa entre 350nm e 750nm. Nos ultimos anos,
tem crescido a utilizagdo dos diodos emissores de luz (LEDs, do inglés light
emittingdiodes), que emitem comprimentos de onda especificos, com baixa producdo de
calor e longo periodo de vida util (NHUT et al., 2005; GUPTA & JATOTHU, 2013).
Estudos sobre o efeito da qualidade de luz nas culturas de tecidos vegetais, com a
utilizacdo de LEDs, foram realizados em varias espécies, incluindo banana (NHUT et
al., 2002), copo-de-leite (CHANG et al., 2003) e morango (ROCHA et al., 2010; NHUT
etal., 2003).
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A cultura de tecidos vegetais tem aplicagdo em diversas areas, incluindo a
micropropaga¢do, a conservagdo, 0 intercAmbio de germoplasma, o melhoramento
genético e a limpeza clonal (ANDRADE, 2002). A micropropagacdo tem sido utilizada
com sucesso, tanto para plantas que normalmente se reproduzem vegetativamente, como
para especies com reproducdo dificil. Sua principal vantagem para a producdo comercial
de plantas deve-se a capacidade de producdo rapida e em periodos de tempo e espagos
reduzidos (ERGI & SCHUCH, 2005) e a possibilidade de produzir plantas saudaveis e
isentas de patogenos (RIBEIRO et al., 2010).

As técnicas de cultivo in vitro permitem ainda o estabelecimento de sistemas
sustentaveis para a producdo de metabdlitos secundarios, ja que as condig¢des de cultura
podem ser moduladas para possibilitar maiores niveis de producdo, em comparacdo a
plantas crescidas em campo. Culturas de calos, células em suspensdo e raizes sdo as
técnicas mais empregadas para esta finalidade. As culturas em suspensdo podem ser
obtidas a partir de células individuais ou em grupos, dispersas em meio liquido, sob
agitacdo e aeracdo (FUMAGALI et al., 2008).

1.1 Producédo de metabdlitos secundarios

As plantas produzem uma grande variedade de substancias quimicas, constituidas por
metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os processos considerados essenciais
a vida das plantas tais como divisdo e crescimento celular, respiracdo, estocagem e
reproducdo, sdo definidos como metabolismo primario (FUMAGALI et al., 2008;
CHAMPE, HARVEY & FERRIER, 2008).

Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram considerados como produtos de
excrecdo do vegetal (RHODES, 1994). Atualmente, sabe-se que muitas dessas
substancias estdo diretamente relacionadas a mecanismos que permitem a adaptacdo das
plantas aos seus ambientes, contribuindo para uma interacdo adequada com seus
ecossistemas. Assim, 0s metabdlitos secundarios aumentam a probabilidade de
sobrevivéncia, possuindo uma grande variedade de efeitos bioldgicos, que incluem

atividades antimicrobiana, antiviral ou alelopatica (FUMAGALI et al., 2008). Além



21

disso, alguns constituintes, como flavonoides, sdo capazes de proteger as plantas dos
efeitos danosos dos raios ultravioletas UVB (LI et al., 1993).

Ao contrario do metabolismo primario, as substancias do metabolismo secundario sao
geralmente produzidas em pequena escala e podem ser especificas para determinados
grupos de plantas (PEREIRA & CARDOSO, 2012). Usualmente, sdo classificadas
segundo sua rota biossintética, sendo agrupadas em terpenos, substancias fendlicas e
substancias nitrogenadas (FUMAGALI etal., 2008; SILVA et al., 2010).

Os terpenos sdo derivados do acido maldnico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato
(encontrado nos cloroplastos). Sdo denominados de acordo com o niUmero de isoprenos
presentes na sua constituicio (BERGAMASCHI, 2010). Assubstancias fendlicas sdo
derivados do acido chiquimico ou acido maldnico, apresentando grupos benzénicos
caracteristicos, e tendo como substituintes grupamentos hidroxila (SILVA et al., 2010).
Possuem fungdo na dispersdao de sementes, polinizacdo, protecdo contra patdgenos e
atividade alelopatica (V1ZZOTTO, KROLOW&WEBER, 2010). Os compostos
nitrogenados, por ouro lado, sdo derivados de aminoacidos aromaticos, como triptofano
e tirosina (BERGAMASCHI, 2010). Esta classe € conhecida pela presenca de
substancias que apresentam efeitos no sistema nervoso, e podem ser utilizadas como
venenos ou alucindgenos (V1ZZOTTO, KROLOW &WEBER, 2010).

Sistemas de cultura de tecidos vegetais tém sido amplamente estudados com vistas a
producdo de metabolitos secundarios (CHARLET et al.,, 2000). As plantas que
apresentam algum valor comercial agregado, como as que produzem substancias
bioativas ou com potencial ornamental e econémico, estdo sujeitas a problemas
decorrentes do extrativismo (VILLAREAL et al., 1997) e, por este motivo, pesquisas
visando a biossintese de metabdlitos secundarios in vitro sdo importantes dos pontos de
vista ecologico e econémico.

Diversas espécies com potencial medicinal tém apresentado um aumento na producdo
de metabdlitos de interesse em sistemas de cultura de células em suspensdo,
especialmente quando associadas ao uso de eliciadores bidticos ou abidticos. Por
exemplo, a producdo de antocianinas e acidos fenolicos pode ser aumentada na cultura
de células em suspensdo de uva utilizando-se leveduras (CAI et al., 2012). Fungos
foram empregados em culturas de A. hypogaea para estimular a producdo de
estilbenoides (AISYAH et al., 2015) e também empregados em culturas de Hypericum
perforatum L. para inducdo de substancias fendlicas (CONCEICAO et al., 2006). O
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acido salicilico foi aplicado, como eliciador abidtico, em folhas cultivadas in vitro
deAlternanthera tenella para producdo de betacianinas (RODRIGUES-BRANDAO et
al., 2014) e em plantulas de Hypericum brasiliensis Choisy, para a producdo de rutina,
quercetina e &cido betulinico (VELLOSO, ABREU & MAZZAFERA, 2009).

1.2 Género Arachis

1.2.1 Caracteristicas gerais e distribuicdo geogréafica

O género Arachis (amendoim) pertence a terceira maior familia de Angiospermas,
Fabaceae, que agrega cerca de 730 géneros e 19.400 espécies (COSTA, 2012). O
género e constituido atualmente por 81 espécies descritas, popularmente chamadas de
amendoim (do tupi mandubi). Os frutos desenvolvem-se sob o solo, sendo também
denominados mani (Paraguai, Uruguai, Panama e Colémbia) e acahuate (México)
(NASCIMENTO, 2006). No Brasil também é conhecido como mendobi, amendoi,
mendui, manobi e midubim (MINI-VOCABULARIO TUPI-GUARANI). Em culturas
indigenas, o amendoim é plantado e colhido pelas mulheres, que tem a responsabilidade
de alimentar a aldeia, cabendo aos homens preparacdo do solo, antes do plantio
(GASPAR, 2013).

O limite entre o Mato Grosso do Sul e o Paraguai, na Serra do Amambai, é a provavel
area de origem do género. Nessa regido, foram encontradas populacbes nativas de
Arachis guaranitica Chodat & Hassl., considerada a espécie mais primitiva do género
(SILVA, 2007; VALLS, 1996). A relevancia do género Arachis na dieta pre-
colombiana € evidenciada em achados arqueoldgicos de mais de 3.700 anos e no cultivo
generalizado por populagdes primitivas (VALLS, 1996). Vestigios arqueoldgicos
identificados como frutos de Arachis duranensis Krapov. & W.C. Greg.e Arachis
magna Krapov,W.C. Greg. & C.E. Simpsonno litoral do Peru reforcam a hipdtese de

que diferentes espécies silvestres podem ter sido levadas pelo homem para regides fora
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da sua ocorréncia natural, criando a possibilidade de cruzamentos entre espécies
alopatricas (VALLS, SILVA & MONCONATO, 2000).

As espécies de Arachis estdo agrupadas em nove Secdes taxonémicas (Arachis,
Trierectoides, Erectoides, Procumbentes, Rhizomatosae, Caulorrhizae, Extranervosae,
Triseminatae e Heteranthae), segundo suas caracteristicas morfologicas, filogenéticas e
compatibilidade de cruzamento (KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994; VALLS &
SIMPSON, 1994; VALLS & SIMPSON, 2005) (Quadro 1).

Todas as Sec¢des ocorrem no Brasil, pais onde se encontra 0 maior nimero de espécies,
incluindo 65 das 81 espécies descritas (Figura 1). Quatro SecBes sdo consideradas
endémicas, abrangendo um total de 47 espécies (KRAPOVICKAS & GREGORY,
1994; VALLS & SIMPSON, 2005), algumas com grande potencial agricola e comercial
(VALLS, SILVA & MONGONATO, 2000).

Atualmente, o género Arachis encontra-se distribuido em cinco paises da América do
Sul (Brasil, Paraguai, Uruguai, Argentina e Bolivia), mas somente a Secdo Arachis
ocorre em todos eles (VALLS & SIMPSON, 1994). Essa distribuicdo limitada pode
estar relacionada com a baixa capacidade natural de dispersdo das espécies, devido a
producdo subterranea dos frutos. O afastamento das sementes restringe-se a pouco mais
de um metro de onde se encontra a planta mée, o que resulta em populagdes com lenta
expansdo de perimetro e grande isolamento (VALLS, SILVA & MONCONATO,
2000). Contudo, eventos naturais, como enchentes, podem auxiliar o processo de

dispersdo, arrastando a cobertura vegetal (VALLS, 2005).



Figura 1-Amplitude da distribuicdo pontual das espécies do género Arachis de acordo
com as Secgdes taxondmicas.
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Quadro 1-Estrutura taxondmica do género Arachis

Secdes

Espécies

1. Trierectoides

A. guaranitica, A. tuberosa, A. sesquijuga

2. Erectoides

A. archeri, A. benthamii, A. brevipetiolata, A.
crytopotamica, A. douradiana, A. hermannii, A.
major, A. martii, A. oteroi, A. paraguariensis, A.
porphyrocalix, A. stenophylla, A. hatschbachii, A.

gracilis

3. Extranervosae

A. setinervosa, A. macedoi, A. marginata, A.
prostrata, A. lutescens, A. retusa, A. burchellii, A.

pietrarellii, A. villosulicarpa, A. submarginata

4. Triseminatae

A. triseminata

5. Heteranthae

A. giacometii, A. sylvestris, A. pusilla, A. dardani,

A. seridoénsis, A. interrupta

6. Caulorrhizae

A. pintoi, A. repens

7. Procumbentes

A. lignosa, A. kretschmeri, A. matiensis, A.
appressipila, A. subcoriacea, A. pflugeae, A.

chiquitana, A. rigonii, A. hassleri, A. vallsii

8. Rhizomatosae

A. burkartii, A. pseudovillosa, A. glabrata, A.

nitida.

9. Arachis

A. decora, A. diogoi, A. glandulifera, A. gregoryi,
A. helodes, A. hoehnei, A. kempff-Mercadoi, A.
kuhlmannii, A. lenearifoli, A. magna, A.
microsperma, A. palustris, A. praecox, A.
simpsonii, A. stenosperma, A. valida, A.
duranensis, A. monticola A. villosa, A. hypogaea,
A. batizocoi, A. benensis, A. cardenasii, A.
cruziana, A. correntina, A. herzogii, A. ipaensis, A.
krapovickasii, A. schininii, A. trinitensis, A.

williamsii

Fonte: SCHAFFER, 2012
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1.2.2 Espécies Cultivadas

O amendoim cultivado, Arachis hypogaea L., pertencente a Secdo Arachis, é uma das
oleaginosas mais cultivadas no mundo (SILVA et al., 2010). Suas sementes podem ser
consumidas in natura, torradas e na forma de doces ou pastas (FAVERO, 2004;
OZIAS-AKINS, ANDERSON & HOLBROOK, 1993). Possuem alto valor energético e
nutricional, contendo 580 calorias em 100g e altos niveis de &cidos graxos insaturados
no 6leo. E ainda uma rica fonte de proteinas, vitamina E, vitaminas do complexo B,
acido folico e minerais como calcio, fésforo, potassio e zinco (SANTANA, 2013).
Apesar de possuir grande importancia no Brasil, o amendoimpossui uma baixa
producdo e area cultivada relativamente pequena. Nos anos agricolas de 2014/15, a area
total cultivada ficou em 109,7 mil hectares, com 91,7 mil hectares cultivados em S&o
Paulo, o maior produtor do pais. A producdo nacional alcancou 337,9 mil toneladas,
correspondendo a 22,1 mil toneladas a mais do que a safra anterior. Assim, apenas 0,8%
da producdo mundial tem a participacdo do Brasil e 63% concentram-se em trés paises,
China (43,37%), india (14,44%) e Estados Unidos (4,84%) (CONAB, 2015).

Além de A. hypogaea, outras duas espécies de Arachis foram domesticadas para
utilizagdo na alimentacdo. Arachis villosulicarpa Hoehne é cultivada por indios da tribo
Nambiquara residentes no Parque Indigena do Xingu, na regido Nordeste do Mato
Grosso, considerada um caso isolado de domesticacdo (FREITAS, 2004). Suas
sementes possuem altos teores de 6leo (75%) e o contetdo de triptofano supera toda
variagdo encontrada no amendoim comum, mas ndo tem sido utilizada por produtores
por causa da dificuldade de cultivo (VALLS, 2005). Arachis stenosperma Krapov. &
W.C. Greg. é consumida por indios Guaranis, na costa Atlantica do Parand (FREITAS,;
PENALOZA & VALLS, 2003), possuindo sementes com teores elevados de lipidios
(GROSSO, NEPOTE & GRUZMAN, 2000). Essa caracteristica pode ser
potencialmente transferida para o amendoim cultivado, visto que A. stenosperma é
considerada uma fonte de genes para 0 melhoramento genético por sua estreita relacdo
com A. hypogaea (GUIMARAES et al., 2010).
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Outros representantes do género também possuem valor agricola. Arachis pintoi
Krapov. & W.C. Greg. e A. glabrata Benth. e A. kretschmeri Krapov. & W.C. Greg. séo
as espécies utilizadas para formacdo de pastagens, cobertura de pomares, prevencdo de
processos erosivos e paisagismo (SILVA, 2008).Arachis pintoi (Se¢do Caulorrhizae) e
especialmente adequada para areas de pastejo intenso e continuo, apresentando elevada
producdo de matéria seca de boa qualidade (LUDWIG et al. 2010). Tanto A. pintoi
como A. glabrata (Se¢do Rhizomatosae) tém sido utilizadas como fonte de proteinas
para alimentagdo animal, como alternativa para diversificar a produgéo de forragem em
sistemas pecuarios tradicionais (CAVALCANTE, SHARMA & VALENTIM, 2001).

A utilizacdo dessas espécies como forrageiras vem conferindo vantagens ao produtor
rural, devido ao alto valor proteico, a capacidade de absor¢do de nitrogénio, a reducéo
dos efeitos negativos da atividade pecuéaria e a diminui¢do da necessidade de adubacdo
quimica nitrogenada, reduzindo a polui¢do de lencdis freaticos causada pela lixiviacdo
do excesso de nitrogénio aplicado ao solo. Além disso, desenvolvem-se sob
sombreamento e formam densa camada de estoldes que protegem o solo (LIMA et al.,
2015; LUDWIG et al. 2010). Entretanto, a utilizacdo de espécies de Arachis como
novas possibilidades agrondmicas ndo estdo restritas ao uso forrageiro, estendendo-se
ao uso ornamental e cobertura do solo, para controle de erosdo e ervas daninhas
(VEIGA et al. 2003).

1.2.3 Arachis repens

Arachis repens Handro, a espécie estudada neste trabalho, € uma planta herbacea perene
popularmente chamada grama-amendoim. O primeiro acesso da espécie (GKP10538)
foi coletado em 1941, em Jequitai em Minas Gerais (CAMPOS et al., 2015) e sua
distribuicdo geografica abrange todas as regides do Brasil (Figura 2) (VALLS, 2015).
Arachis repens produz poucas sementes, reproduzindo-se majoritariamente por meio de
estolées (CARVALHO, PIZZARO & VALLS, 2009). Possui um belo efeito em jardins
e canteiros (Figura 3 A), devido ao formato de suas folhas verde-escuras, e a producao

de flores amarelas no verdo (Figura 3 B).
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Figura 2— Distribuicdo geografia de Arachis repens

Norte ( Acre, Amazonas Para)
Nordeste( Alagoas, Bahia)
Centro-oeste ( Distrito Federal, Gois, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso)

- Sudeste ( Minas Gerais, Rio deJanero, S3oPaulo)
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hd

Fonte:http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/FichaPublicaTaxonUC/FichaPublicaTaxonUC.do?id=FB
29478&action=prin

A espécie também é utilizada como forrageira, desempenhando um papel importante na
producdo de alimentos, pois é capaz de suprir as necessidades nutricionais de animais
herbivoros, especialmente os ruminantes, melhorando a qualidade da carne e do leite
produzidos (VALENTIM, 1996).Entretanto,a expansdo do uso do A. repens depende
dos avancos no conhecimento da variabilidade genética, do seu potencial de sobreviver
em diferentes ambientes, da sua capacidade em recuperar solos degradados e da sua
utilizacdo em sistemas pecuarios (AZEVEDO et al., 2011).

Estudos biotecnologicos ja foram realizados com diferentes materiais de A. repens,
tanto in vitro como em condi¢fes naturais objetivando a micropropagacédo, avaliagcdo
fitoquimica e bioldgica (GARCIA, 2012; 2015) e a avaliagdo do efeito da qualidade de
luz na morfogénese in vitro (SANTOS, 2015).
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Figura 3 —Arachis repens.

Legenda: A) Canteiro utilizado em paisagismo urbano; B) Detalhe das folhas e flores.

Fonte: http://www.minhasplantas.com.br/plantas/grama-amendoim/

1.2.4 Producdo de metabdlitos secundarios em Arachis

A producdo de substancias bioativas ja foi descrita em diversas espécies de Arachis
(LOPES et al., 2013), sendo as substancias fendlicas a principal classe encontrada.
Esses constituintes podem ser observados em todas as partes da planta e sdo produzidos
em resposta a injdrias mecanicas ou danos provocados por insetos, patdgenos, radiacao
ultravioleta, dentre outros. Derivados de fenilpropanoides, principalmente estilbenos e
flavonoides, ja foram detectados no género Arachis (LEE et al., 2008; LOPES et al.,
2013).

Os flavonoides sdo metabdlitos especiais da classe dos polifendis que possuem estrutura
adequada para o sequestro de radicais livres, sendo bons antioxidantes (SILVA et al,
2010). Sdo amplamente distribuidos em partes aéreas, como folhas e flores e também
encontrados em sementes, estando presentes em plantas sadias ou doentes. Entre 0s
derivados de flavonoides encontrados em Arachis, foram identificados a quercetina, a
medicarpina e o cresoeriol (LOPES et al., 2011).

Os fitoesterois, como campesterol, estigmasterol, campestanol e AS-avenasterol podem
ser encontrados em sementes do amendoim e derivados, como manteiga e 6leo. O beta-

sitosterol, por exemplo, é substancia abundante no 6leo de A. hypogaea (SHIN et
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al.,2010). Esteréides com composicdo similar foram descritos em A. sylvestris, A.
pintoi, A. villosa, A. stenosperma, A. diogoi, A. valida e A. matiensis (GROSSO et al.,
1997).

Tanto 0s esterOides quanto os triterpenos sdo sintetizados por uma mesma rota
metabolica. Os triterpenos mais encontrados no género sdo cicloartenol, cicloartanol,
ciclobranol, 24-metilenocicloartenol, B-amirin e lupeol (BANSAL, SATIJA; AHUJA,
1993). QOutros constituintes descritos sdo o acido metilbutandico, limoneno, compostos
de enxofre, entre outros.

Os estilbenos sdo metabdlitos derivados da via dos fenilpropanoides e sintetizados por
um grande grupo de espécies vegetais. Esta classe esta associada a resposta a patdgenos,
como a contaminagdo fungica que afeta o amendoim (CHONG, POUTARAUD &
HUGUENEY, 2009). Entre os derivados de estilbenos em Arachis encontram-se o
resveratrol, arachidina-1, arachidina-2, arachidina-3, piacetanol, pteroestilbeno
(CASSIDY, HANLEY & RAVENTOS, 2000).

O resveratrol (C14H1203) (Figura 4) € umasubstancia fenolica da classe dos estilbenos,
sendo a substancia mais estudada no género Arachis (SOBOLEV, 2008). Ja foi
detectado em raizes de diversas variedades de A. hypogaea (KIM, LEE & PARK,
2008), em hipocotilos, em resposta a infeccdo fangica (INGHAM, 1976), em
cotilédones, em resposta a injurias mecanicas (ARORA & STRANGE, 1991;
SOBOLEYV, 2008) e em folhas expostas a radiacao ultravioleta (CHUNG et al., 2003).

Figura 4— Formula estrutural do resveratrol.

Fonte: AHUJA, KISSEN & BONES, 2012.
O resveratrol é considerado como ponto de partida para sintese de outros estilbenoides

com atividade bioldgica nas espécies de Arachis (AHUJA, KISSEN & BONES, 2012).
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Pode ser encontrado sob duas formas isOmeras: trans-resveratrol (trans-
3,5,4'trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) (Figura 5). O
trans-resveratrol é convertido para a forma cis, considerada a mais estavel, em presenca
de luz visivel (SAUTTER et al., 2005). O teor de resveratrol pode ser influenciado pelo
genotipo, estagdo do ano, condigdes climaticas e maturidade da planta. Também pode
variar entre os diferentes érgdos do vegetal, sendo encontrado em maior quantidade em
sementes e embrides (KING, BOMSER & MIN, 2006).

Figura 5-1sdmeros do resveratrol.

OH OH

HO

Legenda: Forma cis (esquerda) e trans (direita).Fonte: KING, BOMSER & MIN, 2006.

O resveratrol é um potente antioxidante e antimutagénico, com efeito preventivo e
terapéutico contra cancer (CHEN, WU & CHIOU, 2002), e arteriosclerose, reduzindo o
colesterol e coagulos, além de possuir acdo neuroprotetora(CHUNG et al., 2003;
VUONG, FRANCO & ZHANG, 2014;LUCAS-ABELLAN et al., 2007; CHAO et al.,
2005).Possui ainda propriedade antifingica e varios outros beneficios a saide humana,
como a inibicdo da peroxidacdo lipidica e efeito vasodilatador (PINTO, GARCIA-
BARRADO & MACIAS, 2003; AHUJA, KISSEN & BONES, 2012). Como esta
associado a uma diversidade de beneficios a satde humana, diversos estudos tém sido
realizados com plantas que produzem estilbenos, como o amendoim cultivado e outras
espécies do género, em especial aquelas que possuem alta resisténcia a pragas e doencas
(SOBOLEV et al., 2011).
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1.2.5 Cultura de tecidos em Arachis

Sistemas de cultura de tecidos vem sendo estabelecidos para espécies cultivadas e
silvestres do género Arachis, especialmente com os objetivos de transformacao genética
e conservacdo de germoplasma para uso em programas de melhoramento genético. A
obtencdo de plantas a partir da cultura de meristemas preexistentes foi obtida a partir de
apices caulinares, segmentos nodais ou eixos embrionarios de espécies das Secgdes
Heteranthae, Caulorrhizae, Triseminatae, Erectoides, Procumbentes, Arachis
eExtranervosae (GAGLIARDI et al, 2000, 2002b; REY & MROGINSKI, 2003;
PACHECO et al., 2007a).

A regeneracdo através de organogénese foi obtida a partir de anteras em A. villosa
(BAJAJ et al., 1981), A. lignosa (MROGINSKI & FERNANDEZ, 1980) e A. major
(PRADO, SECCHI & MROGINSKI, 1988). Explantes foliares foram utilizados emA.
correntina, A. glabrata, A. stenosperma (MROGINSKI et al., 2004; VIDOZ et al.,
2006; PACHECO et al., 2008) e em A. villosa (FONTANA, MROGINSKI & REY,
2009). A organogénese foi estudada a partir de estames e protoplastos em A.
paraguaniensis (STILL et al., 1987; LI et al.,, 1993; ZHIJIAN et al.,1993), nds
cotiledonares em A. diogoi, A. stenosperma, A. duranensis, A. cardenasii e A.
correntina  (SRINAVASAN, KUMAR & KIRTI, 2010) e cotilédones e foliolos
embrionarios de espécies das Segdes Heteranthae, Caulorrhizae, Triseminatae,
Erectoides, Procumbentes, Arachis eExtranervosae(RANI & REDDY, 1996;
GAGLIARDI et al., 2000; PACHECO et al., 2007a).

Aembriogénese somatica foi obtida em resposta a picloram (PIC) e &cido naftaleno
acético (ANA), isolados ou em combinacdo com benzilaminopurina (BAP) em A.
correntina (VIDOZ et al., 2006), A. glabrata (VIDOZ et al., 2004) e A. pintoi (REY et
al., 2000; REY & MROGINSKI, 2006). Alem disso, sistemas embriogénicos foram
estabelecidos a partir em eixos e foliolos embrionarios de A. porphyrocalix, A. archeri e
A. appressipila, em resposta a BAP utilizado isoladamente (PACHECO et al., 2007b),
assim como a partir de eixos embrionarios de A. paraguariensi cultivados em meio MS
suplementado com ANA e BAP, isolados ou em combinagdo (SELLARS,
SOUTHWARD, & PHILLIPS, 1990).


http://link.springer.com/article/10.1007/BF00048467#author-details-1
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Trabalhos de cultura de tecidos para A. repens foram realizados em numero
relativamente limitado. A obtencdo de plantas através de organogénese foi alcancada a
partir de foliolos maduros, cultivados em meio com baixas concentragdes de ANA
(DUNBAR & PITTMAN, 1992). O estabelecimento de culturas de calos a partir de
segmentos nodais e internodais, visando a producdo de metabolitos secundarios, foi
descrito em resposta a TDZ (GARCIA, 2012). No entanto, o interesse por essa espécie
tem aumentado devido ao seu potencial forrageiro e a grande variabilidade genética
(GIMENES et al., 2000; VEIGA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2011), estimulando a
realizacdo de estudos visando a conservacao e a agregacdo de valor as culturas.

Sistemas sustentaveis para producdo de metabolitos secundarios, como cultura de calos
e de células em suspensao, ja foram estabelecidos para 0 amendoim cultivado (Quadro
2). Dessa forma, tendo em vista os resultados ja alcancados anteriormente no Ndcleo de
Biotecnologia Vegetal da UERJ com o estabelecimento in vitro de A. repens e a
determinacédo do potencial farmacoldgico do amendoim cultivado, este trabalho visa ao
estabelecimento de sistemas de cultura de calos, além da caracterizagdo do perfil
fitoquimico e da avaliacdo do potencial antioxidante de materiais de A. repens obtidos

in vitro.
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Quadro 2— Producdo in vitro de metabolitos secundarios em espécies de Arachis.

Espécie | Sistema de cultura |Substancia detectada || Referéncia |
| Cultura de células | Resveratrol | ROLFS et al., 1981 |
| Calogénese | Estilbenos |  FRITZEMEIER etal., 1982 |

Celulas em Estilbenos SCHOPPNER & KINDL, 1984
suspensao
Celulas em Estilbenos ROLFS et al., 1987
suspensao
Células em Resveratrol LANZ, SCHRODER &
suspensdo SCHRODER, 1990
Células em Re_sveratrol e KU et al., 2005
suspensao Piceatanol
Cultura de raiz Resveratrol MEDINA_BZ(S(I)‘;VAR etal.,
| Culturaderaiz || Resveratrol | KIM & PARK, 2007 |
| Culturaderaiz | Res\veratrol | KIM, LEE & PARK, 2008 |
A. hypogaea Cultura de raiz Resveratrol MEDINA-I32(8(I)_8IVAR etal,
Resveratrol,
Cultura de raiz Arachidina-1 e CONDORI et al., 2010
Avrachidina -3

Calogénese

Trans-resveratrol e
Trans-piceatannol

YANG et al., 2010a

MEDINA-BOLIVAR et al.,

Cultura de raiz Estilbenos 2010 a
Resveratrol,
Cultura de raiz Arachidina-1 e ABBOTT et al., 2010
Arachidina -3
Cultura de raiz Resveratrol MEDINA-BOLIVAR etal,

2010b

Calogénese

Resveratrol e

YANG et al., 2010b

Pineatanol
A. villosulicarpa I Calogénese | Resveratrol | ARAUJO, 2011 |
Cultura de raiz Resveratrol ATWILL, NOPO-OLAZABAL
& MEDINA-BOLIVAR, 2012
‘ Cultura de raiz H Resveratrol H YAO et al., 2012 ‘
A. repens H Calogénese H Resveratrol H GARCIA, 2012 ‘
Cultura de raiz Estilbenos OGUTU, NOPO-OLAZABAL
& MEDINA-BOLIVAR, 2013
Cultura de raiz Resveratrol TOLLETT, NOPO-
A. hypogaea OLAZABAL & MEDINA-
BOLIVAR, 2014
Resveratrol,
Cultura de raiz Aﬁéii?gﬁ?ﬂ’ o YANG et al., 2015
Arachidin-3
| Culturaderaiz || trans-resveratrol |  HALDER & JHA, 2015 |
A. pintoi | Culturaderaiz | trans-resveratrol | SOUSA, 2015 |
A. hypogaea | Culturaderaiz | Estilbenos [ YANG et al., 2016 |
| Calogénese | Estilbenos | SANTOS, 2016 |




35

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Estabelecer sistemas de culturas de calos, caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar o

potencial antioxidante de materiais obtidos in vitrode A. repens.

2.2 Objetivos especificos

> Desenvolver sistemas de inducdo de calos a partir de segmentos nodais e
internodais de plantas obtidas in vitro, avaliando o efeito da qualidade de luz;

» Analisar histologicamente os diferentes tipos de calos obtidos;

» Caracterizar o perfil fitoquimico de extratos dos materiais obtidos in vitro, por meio
de analises cromatograficas;

> Determinar o contetido fenolico de extratos obtidos a partir dos diferentes materiais
vegetais;

» Avaliar o potencial antioxidante de extratos obtidos a partir dos diferentes materiais

vegetais.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material Vegetal

Mudas de A. repens foram obtidas comercialmente no Centro de Abastecimento do
Estado da Guanabara (CADEG), sendo uma amostra depositada no Herbario da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HRJ 12.504). Para o estabelecimento das
culturasin vivo, as mudas foram transplantadas para vasos contendo substrato Plantmax®
e mantidas notelado do NBV/UERJ.

3.1.1 Meios e condicdes de cultura

Para a culturain vitro foi utilizado o meio basal MS contendo sacarose a 3% e
solidificado com agar a 0,7%. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 e os reguladores de
crescimento foram acrescentados antes da esterilizacdo em autoclave (15 mina 121°C e
1,0 atm), em diferentes concentragdes. As culturas foram mantidas em camara de
crescimento a 30 + 2°C, sob fotoperiodo de 16h, com intensidade luminosa média de 46
umol m.?s?, fornecida por lampadas fluorescentes (do tipo luz branca fria) ou
utilizando LEDs nas cores vermelha, azul, branca e mista (vermelha + azul), com
intensidade luminosa de 47 pmol m.?s, 45 umol m.?s%, 42 umol m.”2s%, 43 pmol m.”
%s-lrespectivamente.

A intensidade luminosa foi mensurada utilizando o Fotémetro Li. 250 A Light Meter.

3.3 Cultura de Tecidos Vegetais

3.3.1 Estabelecimento de plantas in vitro

Plantas mantidas em telado foram submetidas a pré-tratamento com pulverizacdo do
inseticidalCON GARDEN®a 0,5% durante trés dias consecutivos. Posteriormente,
segmentos caulinares de cinco centimetros, contendo trés nos, foram excisados e

lavados com escova, detergente neutro e dgua corrente. Em seguida, os explantes foram
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imersos por 20 minutos em solu¢do do fungicida AMISTAR a 0,1% contendo 100 puL
de tween 80, e transferidos para solucdo de cloreto de mercurio (HgCl,) a 0,1%,
sobagitacgdo, por seis minutos (SANTQOS, 2015).

Apos a descontaminacdo, os explantes foram lavados trés vezes com agua deionizada
estéril em camara de fluxo laminar e inoculados em meio MS sem adicao de reguladores
de crescimento (MS0), contendo Agrimicina® a 300 mg/L,e incubados a 30+2°C em
camara de crescimento sob luz fluorescente branca ou LEDs vermelho, azul, branco ou
misto (vermelho + azul), por 30 dias. Foram utilizados 40 segmentos caulinares por
condicdo de incubacdo e os experimentos foram repetidos trés vezes.O material foi
inoculado verticalmente em tubos de ensaio (20 cm altura x 2,4 cm largura) com tampa
de polipropileno transparente, contendo 14 mL de meio de cultura. Apds o periodo de
30 dias, as plantas foram avaliadas quanto a altura, quantidade e tamanho de raizes,

nimero de nds e nimero de folhas.

3.3.2 Inducdo de calogénese

Segmentos nodais e internodaisforam excisados assepticamente de plantas in vitro,
inoculados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 uM (GARCIA, 2012)e
incubados sob luz fluorescente branca ou LEDs vermelho, azul, branco ou misto, a
30£2°C, com fotoperiodo de 16h. Foram utilizados 15 explantes em cada condicdo, com
duas repeticbes cada. O material foi inoculado horizontalmente em frascos de cultura
(11, 5 cm altura x 5,5 cm largura) com tampa de polipropileno transparente, contendo
30 mL de meio de cultura.A percentagem de calogénese avaliada ap6s 30 dias de
cultura.Os calos obtidos foram submetidos asubculturas mensais, sendo transferidos
para meio fresco com mesma composiGao.

O acumulo de biomassa de calos obtidos a partir dos dois tipos de explante foi
determinado pela quantificacdo dos pesos de matéria fresca (PF) e seca (PS), apds 30
dias de cultura. A massa seca foi obtida ap6s secagem a 48+2°C em estufa Tecnal® TE-

393/1, até atingir peso constante.
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3.4 Analise histologica

Estudos anatdmicos foram realizados em amostras de calos contendo estruturas que se
assemelhavam morfologicamente a gemas ou embrides, provenientes de explantes de
segmentos noais ou internodais excisados de plantas in vitroe cultivados em meio MS
suplementado com TDZ a 13,6puM e incubados sob diferentes qualidades de luz, a
30+2°C.

O material foi fixado em uma solugdo contendo glutaraldeido a 2,5% e para-
formaldeido a 4% em tampao fosfato 50 uM (pH 7,2), e armazenado a 4°C. Em seguida,
as pecas foram submetidas a desidratacdo em serie etilica ascendente, infiltradas e
incluidas em parafina, segundo os métodos da microtécnica vegetal (JOHANSEN,
1940; SASS, 1958). Os cortes com espessura de 12mm foram realizados em micrétomo
rotativo. ApoOs desparafinizacdo e hidratacdo, foram submetidos a coloracdo pela
combinacgéo de fucsina basica e azul de astra (KRAUS & ARDUIN, 1997). As laminas
resultantes foram montadas em Enterllan e analisadas sob microscopio Olympus BH,
sendo as fotomicrografias realizadas com fotomicroscépio Olympus BX51 com o

software Image Pro Express.

3.5 Analise Fitoquimica

3.5.1 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos, foram utilizados caules e folhas de plantas mantidas in vivo,
além de calos oriundos de segmentos nodais e internodais inoculados em meio
suplementado com TDZ a 13,6uM e mantidos a30 + 2°C sob diferentes fontes de luz,
por 90 dias. O material foi seco em estufa a 48°C por trés dias, sendo em seguida
triturado com auxilio de almofariz e pistilo. As amostras foram submetidas & maceragao
emetanol (Vetec®) a 80 % (v/v), utilizando 50 mL/g de material seco por diferentes
periodos (30, 60 e 120 minutos). Os extratos foram filtrados em papel filtro e colocados
em frascos ambar, filtrados, evaporados sob pressdo reduzida (Evaporador Rotativo

Marconi — M120) a 40 °C para retirada do solvente, e armazenados a - 20 °C.
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3.5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de CCD foi realizada segundo Araujo (2011), com modifica¢fes. Os extratos
de A. repens foram ressuspensos em metanol (30 mg/mL) e aplicados em placa de
cromatografia de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia UVassnmAlugram® Xtra
Sil G/UV254 (Marcherey-Nagel), juntamento com o padrdo de resveratrol (1mg/mL)
adquirido daSigma-Aldrich Chemical Co®. (Milwaukee, WI, USA), com auxilio de
amostradores, a uma distancia de 1 cm da margem inferior.A cromatografia foi
desenvolvida em cuba de vidro com tampa, em temperatura ambiente, e a fase mével foi
constituida de butanol:etanol:agua destilada:acido acético glacial (60:10:20:0,5 v/v). Em
seguida, a placa foi aquecida por 2 minutos a 105° e imediatamente revelada com
NP:PEG (Natural Products — Polietilenoglicol). A visualizacéo foi realizada em camara
de UVzesnm. O fator de retencdo (Rr) foi calculado pela razdo entre a distancia

percorrida pela substancia e a distancia percorrida pela fase mével.

3.5.3 Determinacdo quantitativa do trans-resveratrolpor Cromatografia em Fase Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de ultravioleta em rede de diodos

(DAD-UV)

A quantificagdo do trans-resveratrol nas amostras foi realizada em CLAE-DAD-UV,
em um cromatografo Shimadzu® Nexera XR, equipado com controlador CBM20A,
desgaseificador DGU20A, bomba binaria LC20AD, forno CTO20A, injetor automatico
SILA20A, sistema de detecgdo por DAD-UV-VIS SPDM20A. A éarea do sinal foi

integrada automaticamente pelo programa Shimadzu LabSolutions.

Os melhores parametros analiticos para dosagem trans-resveratrol foram alcancados
com coluna analitica Supelco Ascentis® Phenyl (250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 um). A fase
movel foi composta por agua ultrapura (MiliQ) acidificada com acido acético glacial
(pH 3,0) (A), acetonitrila grau espectroscépio (Tedia®, Brasil) (B) e metanol grau

espectroscopio (Tedia®, Brasil) (C), em sistema gradiente: inicial 90% de A, 2% de B e
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8% de C; 0 a 3 minutos de 80% de A, 12% de B e 8% de C; 3 a 9 minutos de 5% de A,
95% de B e 0% de C; 9 a 11 minutos 90% de A, 2% de B e 8% de C. O fluxo de fase
movel foi ajustado em 1mL/min e a temperatura do forno em 50°C. O monitoramento
foi feito em 304 nm. Esta metodologia foi desenvolvida e validada pelo Dr. Davyson
Moreira, no Laboratorio de Toxicologia Ambiental da ENSP/FIOCRUZ (dados nao
publicados).

As amostras (10 mg) foram solubilizadas em 1 mL de metanol grau cromatografico,
submetidas ao ultrassom por 15 minutos para completa solubilizagdo e, em seguida,

filtradas em filtro 0,45 um. O volume de injecéo foi de 20 pL.

3.6 Determinacéo do contetdo fendlico

A determinacdo do teor de fendis totais foi realizada por quantificacdo
espectrofotométrica, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, com modifica¢Oes
(HOLLAND et al., 2011). A metodologia de Folin-Ciocalteau baseia-se na reducéo dos
acidos fosfotingico e fosfomolibdico a 6xido de tungsténio e 6xido de molibdénio, que
possuem colorac¢do azulada, sendo possivel a quantificacdo pela medida da absorvancia
da solugdo em 765nm (SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTOS, 1999;
FOLIN & DENIS, 1912). Extratos das diferentes amostras (90 pL) a 0,5 mg/mL foram
misturados a uma solucdo do reagente Folin-Ciocalteu (180 pL) a 10% em agua
destilada. Ap6s 5 min, foram adicionados 730 pL de uma solucdo de Na,CO3 (2%) e a
reacdo foi incubada por 2 h no escuro, seguindo-se a leitura da absorvancias em

espectrofotdbmetro a 765nm.

O teor de fendis totais foi determinado pela interpolacdo da absorvancia das amostras
contra uma curva de calibracdo construida com o padrédo de &cido galico (Figura 6), e

expresso em mg de EAG (Equivaléncia do Acido Galico) por g de extrato.
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Figura 6—Curva padréo do acido galico.
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3.7 Avaliacdo da atividade antioxidante

3.7.1 Ensaio DPPH

A avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos foi realizada utilizando-se o ensaio
de DPPH (2,2difenil-1-picril hidrazil), no qual é determinada a capacidade do extrato de
sequestrar o radical livre DPPH, reduzindo-o a hidrazina, com base no método de
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e
Saura-Calixto (1998).

Os extratos foram ressuspensos em metanol 100% e diluidos em diferentes
concentragdes (1 - 30 mg/mL). Amostras de 25 pL foram incubadas com 975 pL de
solugdo metandlica do radical DPPH (Sigma-Aldrich®, Milwaukee, Wisconsin, EUA)
na concentracdo de 0,6 mM por 1 hora no escuro, em triplicata. Em seguida, as leituras

de absorbancia foram efetuadas a 515 nm, em espectrofotdometro UV-Vis BioMate 3S
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(Thermo Scientific). A porcentagem de captura do radical foi determinada pela equacéo

abaixo:

Ac — Aa

% DPPH sequestrado = ( e

)x 100

Onde: Ac = absorbancia do controle negativo

Aa = absorbancia da amostra.

Os valores de CEso(concentracdo de extrato necessaria para reduzir em 50 % a
concentragdo inicial do radical DPPH (foram calculados a partir de curva analitica,
obtida por regressao linear. Como controle positivo, foi determinada a curva padrdo da

quercetina e calculado o seu valor de CEso (Figura 7).

Figura 7—Curva padréo de atividade antioxidante da quercetina avaliada pelo método de
captura do radical DPPH.
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3.8 Analise estatistica

A avaliacdo estatistica dos dados experimentais foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA) e do teste de comparacdo de Turkey-kramer, com auxilio do

programa Graphpad InStat. Foram considerados significativos os valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Cultura de tecidos

4.1.1 Estabelecimento de plantas in vitro

A eficiéncia de descontaminacdo obtida com o protocolo utilizado foi de 96%. O
desenvolvimentoin vitro de plantas completas a partir dos segmentos caulinares
inoculados em meio MSO e mantidos sob luz fluorescente branca a 30+2°C foi
observado apds 30 dias de cultura (Figura 8 A).

Apos o estabelecimento do protocolo de descontaminacdo, foi avaliado o efeito da
qualidade de luz (LEDs vermelho, azul, branco ou misto - azul+vermelho) sobre o
desenvolvimento das plantas in vitro.Os segmentos caulinares incubados sob LED
vermelho exibiram plantas com maior altura (11,8+0,6) e com maior nimero de nos
(4,95+0,3 nds/explante) em relacdo as demais condi¢Ges de iluminacdo (Tabela 1).
Além disso, o0s segmentos mantidos sob LED vermelho apresentaram um
desenvolvimento mais rapido, em torno de 15 dias, enquanto que nas culturas mantidas
sob os outros LEDs, assim como sob luz fluorescente branca, as plantas sé atingiram
uma altura equivalente apés 30 dias de cultura (Tabela 1, Figura 8).

Segmentos caulinares incubados sob os LEDs azul ou misto apresentaram maior
namero de folhas (12,6+0,3 e 10£0,6, respectivamente). O maior nimero de raizes foi
observado nas plantas oriundas desegmentos mantidos sob LED vermelho (1,85+0,5
raizes/por explante) ou LED azul (1,8+0,33). Plantas com raizes mais longas foram
observadas sob os LEDs azul e vermelho (4,33%0,75 e 3,6+0,86, respectivamente), em

relacdo aos outros LEDs testados (Tabela 1).
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Figura 8-Plantasde Arachis repens obtidasin vitro a partir de segmentos caulinares

cultivados em meio MS0O e mantidos a 30£2°C e diferentes qualidades de luz.

A

C D E

Legenda: A- Luz fluorescente branca; B- Led vermelho; C - LED branco; D - LED azul; E - LED

misto (vermelho+azul). Barra= 1cm.

Tabela 1-Desenvolvimento in vitro de segmentos caulinares de Arachis repens

cultivados em meio MSO0 e incubados sob diferentes tipos de luz a 30+2°C, por 30 dias.

Tipo de luz

Parametros avaliados

NUmero de NUmero de . Tamanho das
Altura 3 Raizes ,
folhas nos raizes
LF 7,5+0,50¢ 8,05+1,09° 3,85+0,4P 0,6+0,2° 0,77+0,3¢
LeV 11,8+0,62 8,4+0,5° 4,95+0,32 1,85+0,52 3,6+0,86%
LeA 8,08+0,2b¢ 12,6+0,32 4,20+0,2%  1,80+0,33? 4,33+0,752
LeM 7,2+0,3P 10,0+0,682 3,75+0,2P 0,9+0,322 1,14+0,60°¢
LeB 4,940,749 5,8+1,1¢ 2,30+0,42°¢ 0,3+0,20° 0,3+0,20¢

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeV- Led vermelho; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho +
azul); LeB- Led branco.Os dados representam médiat desvio padrdo. Médias em cada coluna seguidas
pela mesma letra ndo apresentam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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4.1.2 Inducdo de calogénese a partir de segmentos caulinares de plantas in vitro

Segmentos nodais e internodais cultivados sob luz fluorescente branca apresentaram
formacdo de calos compactos ou friaveis, em diferentes frequéncias (Tabela 2, Figura
9). A formagdo de calos mistos (45%), com regides compactas e friaveis, s6 foi
observada a partir de segmentos internodais (Tabela 2, Figura 9).

Quando incubados na presenca de LEDs, os maiorespercentuais de inducdo de calos
compactos foram observados a partir de segmentos internodais cultivados sob os LEDs
branco (76,6%), misto (63,3%) ou vermelho (63,3%). O maior porcentual de calos
friaveis (28,3%) ocorreu sob LED vermelho, enquanto que a maior taxa de producéo de
calos mistos foi observada sob LED azul (16,6%)(Tabela 2, Figura 10).

Figura 9—Formagao de calos a partir de segmentos nodais e internodais de Arachis
repens cultivados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 uM, apds 30 dias de

cultura sob lampadas fluorescentes brancas, a 30£2°C.

Legenda: Desenvolvimento de calo compacto (A), misto (B) e fridvel (C) a partir de segmentos
internodais e desenvolvimento de calo compacto (D) e fridvel (E) a partir de segmentos nodais. Barra =
lcm.



Tabela 2—-Calogénese a partir de segmentos nodais e internodais excisados de plantas in vitro de Arachis repense cultivados em meio MS

suplementado com TDZ a 13,6 uM, apds 30 dias de cultura na presenca de diferentes qualidades de luz, a 302 °C.

Calogénese (%0)

Tipo de LED vermelho LED branco LED azul LED misto Luz fluorescente branca
calo
Segmento Segmento Segmento Segmento Segmento Segmento Segmento Segmento Segmento Segmento
nodal internodal nodal internodal nodal internodal nodal internodal nodal internodal
Friavel 28,3 10 14,9 33 83 10 15,8 16,6 20 25
Compacto 21,65 63.3 224 76,6 47,4 60 53,3 63,3 65 25
Misto 1,65 33 1,65 6,6 2.4 16,6 4,15 10 - 45

Ly
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Figura 10-Morfogénese in vitro a partir de segmentos nodais e internodais de Arachis
repens cultivados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6 uM por 30 dias sob

diferentes fontes de ilumina¢do LED, a 30+2°C.

Segmento internodal

Legenda:Desenvolvimento de calos a partir de segmentosinternodais e nodais e incubados sob
diferentes qualidades de luz. A e B - LED branco;C e D —LEDmisto; E- LED azul e F- LED
vermelho. Barra = 1cm.
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A producdo de biomassa dos calos friaveis formados a partir de segmentos caulinares
mantidos sob as diferentes qualidades de luz por 60 dias ndo apresentou variacdes
significativas (Figura 11), exceto pelo material produzido a partir de segmento
internodal mantido sob LED vermelho, que teve menor producdo de biomassa (Figura
11 D).

Figura 11-Acimulo de biomassa (g) de calos friaveis derivados de segmentos nodais e
internodais de Arachis repens cultivados em meio MS suplementado com TDZ a 13,6

MM e mantidos sob diferentes qualidades de luz.

B
30 - T3 30 T3
25 - + 2.5 25 A + 25
20 - --23@20- --23‘°
8 15 - + 159 | 8 15 - + 15 g
o 2| & ]
& 10 A +1 2| & 10 A +1 @
2 2| 2 2
g 5 T058| § 5 + 05 9
0 - -0 0 A -0
N6 Entrend N6 Entrend
Tipo de explante Tipo de explante
C 3 T3 D 3 - T3
25 + 2.5 25 -+ + 2.5
@ 20 + 2 = @ 20 -+ + 2 E
8 15 - +15 5| 8 15 - 15 g
v (%) w P
(] Q Q
& 10 4 + 1 w | & 10 4 + 1 g
2 23 3
a . +05 3| 8 . + 05 @
(-9 a
0 - -0 0 A -0
N6 Entrend N6 Entrend
Tipo de explante Tipo de explante
E
30 3
25 - + 25
.20 - 42 =
C T <
g 15 - 15
] w
- =}
£ 10 - -1 2
3 -9
& 5 + 05
0 0
No Entrend
Tipo de explante

Legenda: Calos mantidos sob LEDs azul (A), branco (B), misto (C), vermelho (D) ou luz fluorescente
branca (E).  Peso Fresco - Peso Seco
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4.1.3 Caracterizacdo histolégica dos calos

A andlise histolégica realizada nos calos obtidos a partir de segmentos nodais e
internodais excisados de plantas in vitroapds 30 dias de cultura mostroua formacdo de
gemas adventicias (Figura 12 A) e embrifes somaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento(Figuras 12 B-D). Algumas vezes, 0s dois processos foram observados
simultaneamente no mesmo calo, com excecao dos calos incubados sob LED misto, que

apresentaram somente a formacédo de gemas adventicias (Figura 12 B).

Figura 12—Histologia de calos obtidos a partir de segmentos nodais e internodais de
plantas in vitro de Arachis repens inoculados em meio MS suplementado com TDZ a
13,4 uM e incubados sob diferentes tipos de LED.

Legenda: A - Embrido em estadio cotiledonar produzido em calo formado a partir de segmento
nodal sob LED vermelho; B - Gema formada em calos oriundos de segmento nodal sob LED
misto; C- Embriogénese com embries em estadio cotiledonar (seta preta) e gema (seta vermelha)
formada em calos oriundos de segmento nodal sob LED azul; D - Gemas (seta preta) e embrifes
em estadiocotiledonar (seta vermelha) formado em calos oriundos de segmento internodal sob
LED branco Barra = 1um.
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4.2 Analise Fitoquimica

4.2.1 Cromatografia de Camada Delgada

Os extratos etanolicosde A. repens foram analisados por CCD, utilizando o resveratrol
(Img/ml) como padrdo. Quando a solucdo reveladora NP/PEG foi utilizada com
visualizacdo sob UV3ssnm, foi observada a formacgdo de bandas alaranjadas nas amostras
1, 9 e 10, correspondendo aos extratos de calos derivados de segmento nodal sob luz
fluorescente branca e de calos derivados de segmento internodal sob LEDs branco e
vermelho, respectivamente. Bandas azuis foram obtidas em todas as amostras, com
maior intensidadenas amostras de 2 a 4 e de 7 a 9, correspondentes a extratos derivados
de segmentosnodais e internodais incubados sob LEDs azul, misto ou branco (Figura
13).

Em todas as amostras foram detectadas bandas com Rrequivalente ao do resveratrol,
com menor intensidade nas amostras 1, 5 e 6, correspondendo aos extratos de calos
derivados de segmento nodal sob luz fluorescente branca e LED vermelho, de calos

derivados de segmento internodal sob luz fluorescente branca, respectivamente.
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Figura 13— Perfil cromatografico para identificagcdo de resveratrol em materiais de A.

repensproduzidos in vitrosob diferentes fontes de luz.

R =0,9
Re =0,87

Re=0,77

Re = 0,42

Rr=0,33

RF = 0,12

Re = 0,06

Legenda: Calos derivados de segmentos nodais cultivados sob diferentes tipos de luz: (1) Luz
fluorescente branca; (2) Led azul; (3) Led misto; (4) Led branco; (5) Led vermelho; Calos derivados de
segmento internodal em diferentes tipos de luz: (6) Luz fluorescente branca; (7) Led azul; (8) Led misto;
(9) Led branco; (10) Led vermelho; (11) Padrdo comercial de resveratrol (Rg= 0,87).

4.2.2 Anédlises por CLAE-DAD-UV

Para as analises dos extratos por CLAE-DAD-UV foram, inicialmente, testados
diferentes tempos de maceragdo (30, 60 120 min), com o objetivo de determinar as
melhores condigdes para a extragdo do trans-resveratrol.

O teor mais elevado de trans-resveratrol (139,33 ng/mL) foi encontrado nos extratos
etandlicos de calos derivados de segmentos nodais incubados sob luz fluorescente
branca, obtidos ap6s maceracdo por 30 min (Figura 14). Os extratos obtidos em tempos
maiores de maceracdo nao apresentaram sinal referente ao trans-resveratrol,
provavelmente devido isomerizagdo do mesmo a cis-resveratrol. Sendo assim, o tempo
de maceracdo de 30 minutos foi adotado para os extratos obtidos a partir do material in

vitro incubado sob os diferentes LEDs.



53

Figura 14-Cromatograma de CLAE-DAD-UV de extrato etanolico de calos derivados
de segmentos nodais inoculados em meio MS suplementado com TDZ 13,6 uM e

incubados sob luz fluorescente branca a 30°C, obtido ap6s maceracao por 30 minutos.

Datafile Name:Amostra-1-D-R3lcd
Sample NameResweratrol
Sample ID:Resweratrol

T T A e e LA e e B L A e e e B
10 20 30 40 50 60 70 80 90 10,0 min

Legenda: Linha azul- padrdo comercial do trans-resveratrol; Linha rosa-
extrato etanolicos de calos de A. repens. Seta vermelha indicando o
sinal encontrado caracteristico do trans-resveratrol.

Os extratos de calos obtidos sob diferentes qualidades de luz foram avaliados quanto a
producdo de trans-resveratrol. As amostras derivadas de calos obtidos sob LEDs
apresentaram um aumento na producdo de trans-resveratrol, em relacdo ao material
produzido sob a luz fluorescente branca.A incubacdo sob LED misto induziu uma
producdo de trans-resveratrol significativamente maior do que o observado nas
amostras mantidas sob os LEDs azul ou vermelho, isoladamente (Figura 15, Tabela 3).

A andlise cromatografica também indicou a presenca de outras substancias com tempos
de retencdo de 7 a 9 minutos, proximos aos do trans-resveratrol (tR = 8,6 min),
sugerindo a existéncia de outros estilbenos nos extratos de A. repens ( Figura 16). Os
cromatogramas das diferentes amostras que apresentaram valor significativo de trans-

resveratrol encontram-se em anexo.
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Figura 15— Perfil cromatografico dos extratos etanolicos oriundos de segmentos nodais
incubados sob LED misto (vermelho + azul).
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Legenda: Linha azul- padrao comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etanolico de
calos de A. repens. Seta vermelha indicando o sinal encontrado caracteristico do trans-
resveratrol.

Tabela 3 — Concentracdo de trans-resveratrol nas amostras de calos derivados de
segmentos nodais e internodais de A. repens incubados sob diferentes tipos de luz.

Concentracao de trans-resveratrol (mg/g de peso fresco)

Extrato bruto LE LeA LeM LeB LeV

Calos derivados de

. tr 0,29+0,002¢  7,45+0,05*  0,65+0,01¢ 2,32+0,007°
segmentos nodais

Calos derivados de
segmentos nd tr 2,55+0,008° 0,35+0,004¢ tr
internodais

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led misto (vermelho+ azul); LeB- Led
branco; LeV- Led vermelho. (nd) N&o detectado; (tr) Traco- sinal abaixo do limite de quantificacéo.

Nota: Os dados representam média + desvio padrdo. Médias em cada coluna seguidas pela mesma

letra ndo apresentam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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Figura 16—Sobreposicdo do perfil cromatografico dos extratos etandlicos oriundos de segmentos nodais de A. repens incubados sobdiferentes
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4.3 Determinacgédo do conteudo fendlico

Na analise do contetdo de fendis, foi observado que os extratos preparados a partir de
calos derivados de segmentos internodais incubados sob luz fluorescente branca e de
segmentos internodais incubados sob LED misto apresentaram maiores teores, com o
equivalente a 65,6+0,01 e 52,07+0,01 mg de acido galico/g de extrato, respectivamente
(Figura 17).

Figura 17— Conteudo fendlico de extratos de calos derivados de segmentos nodais e

internodais incubados em diferentes tipos de luz, expressos em mg de equivalente de

acido galico.
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Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho + azul); LeB- Led

branco; LeV- Led vermelho.
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4.4 Avaliagdo da Atividade Antioxidante

4.4.1 Ensaio DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de diferentes materiais de A. repens
revelou a existéncia de substdncias com potencial antioxidante, evidenciada pela
reducéo do radical DPPH, em todas as amostras testadas.

Os valores de CEsp variaram entre 5,5 a 20,4 g L nos extratos de calos derivados de
segmentos nodais obtidos sob diferentes tipos de luz, enquanto queextratos de calos
derivados de segmentos internodais apresentaram valores entre 6,8 e 21,1 g L}(Tabela
4). Os extratos de calos obtidos a partir de segmentos nodais cultivados sob LED misto
e branco apresentaram o menor valor de CEsp (5,5 € 6,0 g L), com maior percentual de
captura de DPPH (Figura 18 A). Por outro lado, o menor percentual de captura foi
observado nos extratos de calos obtidos sob luz fluorescente branca (Figura 18, Tabela
4).Em geral, os extratos dos materiais produzidos a partir de segmentos nodais sob os
diferentes tipos de LEDapresentaram maior potencial antioxidante que os materiais

produzidos sob luz fluorescente branca(Tabela 4).

Tabela 4-Concentracdo de extrato necessaria para reduzir em 50 % a concentragdo
inicial do radical DPPH(CEsp) dos extratos etanélicos de calos derivados de segmentos
nodais e internodais produzidosin vitroe incubados sob diferentes tipos de luz.

CEso(g L) de extratos de calos derivados de
segmentos caulinares

Tipo de luz
Segmento nodal Segmento internodal
LF 20,4+1,3¢ 21,1+1,1°
LeA 8,4+1,0° 7,1+1,08
LeM 5,5+1,12 6,8+2,92
LeB 6,0+0,9% 7,7+0,5
LeV 15,345,4° 16,545,4°

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho +
azul); LeB- Led branco; LeV- Led vermelho. Nota: Os dados representam média + desvio
padrdo. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencas
estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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Figura 18— Percentual de captura do radical DPPH por extratos de calos derivados de
segmentos nodais e internodais incubados sob diferentes tipos de luz.

Extratos de segmento nodal

—8—LF LeA teM —e—LeB

CAPTURA DE DPPH (%)
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—@— LF LeA LeM —@—LeB

CAPTURA DEDPPH (%)

15
CONCENTRAGCAO DOS EXTRATOS (mg/mL )

Legenda:A. Extratos de calos derivados de segmentos nodais B. Extratos de calos derivados de
segmentos internodais. LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho +
azul); LeB- Led branco; LeV- Led vermelho.
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Os valores de conteddo fendlico, atividade antioxidante e teor de trans-resveratrol
obtidos encontram-se apresentados na tabela abaixo.

Tabela 5 — Comparacdo de conteudo fendlico, atividade antioxidante e teor de trans-
resveratrol em extratos de calos de segmentos nodais e internodais de A. repens obtidos
sob diferentes tipos de luz

Tipo de explante

Tipo de luz Segmento nodal Segmento internodal
Contetdo CEso []trans- Contetdo CEso []trans-
fenolico (LY resveratrol fenolico (LY resveratrol
(mg EAG/g) (mg/g) (mg EAG/g) (mg/g)
LF 39,2+0,01° 20,4+1,3¢ tr 45,610,012 21,1+1,1° nd
LeA 45,6+0,02% 8,4+1,0° 0,29+0,002¢ 39,2+0,02°  7,1+1,02 tr

LeM 52,07£0,01* 55+1,1% 7,45+0,05° 38,5+0,01® 6,842,920 2,55+0,008"
LeB 8,50+0,007¢ 6,0+0,9% 0,65+0,01¢ 4,07+0,006¢ 7,7+0,5* 0,35+0,004¢

LeV 3,29+0,03¢ 15,3+5,4°¢ 2,32+0,007 12,07+0,04° 16,5+5,4° tr

Legenda: LF- Luz fluorescente branca; LeA- Led azul; LeM- Led Misto (vermelho + azul); LeB- Led
branco; LeV- Led vermelho; (nd) Néo detectado; (tr) Traco- sinal abaixo do limite de quantificacéo.
Nota: Os dados representam média + desvio padrdo. Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra
ndo apresentam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (p< 0.05).
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DISCUSSAO

Considerando que as condi¢fes de cultura desempenham um importante papel na
inducdo da resposta morfogénica in vitro, neste trabalho foi analisado o efeito de
diferentes fontes de luz no estabelecimento de plantas in vitro a partir de segmentos
caulinares, na inducdo de calos a partir de explantes de plantas in vitrona producdo de
metabdlitos secundarios de A. repens.

A luz é um importante fator para a morfogénese vegetal. Sendo assim, os componentes
como a qualidade, quantidade, direcdo e periodicidade, podem modular de forma direta
ou indireta o crescimento e desenvolvimento de uma planta (GARELLO et al., 1995). A
composicdo, intensidade e comprimento de onda sdo também importantes para
determinar a velocidade do crescimento das células, a acumulacdo de pigmentos e a
diferenciacéo dos plastidios (ARNIM & DENG, 1996).

O comprimento de onda e a densidade de fluxo luminoso tém efeitos significativos no
cultivo in vitro.Os efeitos de diferentes LEDs na morfogénese de espécies como Musa
spp. (NHUT et al.,2002), Lactuca sativa (OKAMOTO, YANAGI & TAKITA,1996),
Capsicum annuum (BROWN, SCHURGER &SAGER,1995), Solanum tuberosum (JAO
& FANG, 2004), Spinacia oleracea(YANAGI & OKAMOTO, 1997), Protea
cynaroides (WU & LIN, 2012), entre outras, tém sido bem documentados na literatura.
Segmentos caulinares de A. repens apresentaram maior alongamento da parte aérea
quando cultivados sob LED vermelho. Resultados semelhantes foram obtidos em
culturas de Zantedeschia albomaculata, em que o maior alongamento de brotos ocorreu
quando cultivados sob luz vermelha ou azul (RIBEIRO et al.,2009). Na multiplicacéo in
vitro do morangueiro, as brotacdes de maior comprimento também foram obtidas sob
LED vermelho (ROCHA et al., 2010). Esses resultados podem estar relacionadosa
inducéo da sintese de auxinas em folhas pela luz vermelha, conforme descrito por Muir
e Zhu (1983). Além disso, a luz vermelha é importante para o desenvolvimento do
aparato fotossintético e para 0 acimulo de amido, ja que possui um espectro proximo da
absorbancia maxima das clorofilas e fitocromos (ROCHA et al., 2010; MALUTA et al.,
2013). Por outro lado, resultados distintos dos obtidos neste trabalho foram descritos

para explantes de Alternanthera brasiliana e em culturas de Spathiphyllum,que
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apresentaram maior alongamento dos brotos sob LED azul e misto, respectivamente
(NHUT et al., 2005;RIBEIRO et al., 2009).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraramtambém um efeito positivo do LED
vermelho enraizamento, e do LED azul para uma maior producdo de folhas. Uma
possivel explicacdo é que apenas os fétons de comprimento de onda de 400 a 700nm
sdo utilizados na fotossintese e cerca de 90% dessa radiacdo fotossinteticamente ativa é
absorvida pelas folhas, sendo o restante refletido na superficie foliar (PEREIRA &
SILVA, 2007).

Na avaliacdodo efeito da luz na inducdo de calogénese a partir de explantes de plantas
in vitrode A. repens, segmentos nodais e internodais apresentaram formacdo de
diferentes tipos de calos (compactos, friaveisou mistos), de acordo com a qualidade da
luz.A maior taxa de calogénese a partir de segmentos nodais foi observada nas culturas
incubadas sob LED vermelho ou LED azul,enquanto que segmentos internodais
apresentaram maior eficiéncia de calogénese quando cultivados sob LEDs branco ou
misto.

O crescimento e desenvolvimento de calos também dependem do comprimento de onda
e da intensidade luminosa (SEIBERT, WETHERBEE & JOB, 1975). Estudos sobre o
efeito dos LEDs sobre a formacdo de calos e inducdo de embriogénese ja foram
realizados em algumas espécies, incluindo cana-de-acucar (FERREIRA et al., 2016) e
Agave tequilana (RODRIGUEZ-SAHAGUN et al., 2011). Em Panax vietnamiensis
(NHUT et al., 2015) e Oncidium (CHUNG et al., 2010), o LED misto (vermelho + azul)
foi considerado o mais eficiente para crescimento de calos e embrides somaticos. Em A.
repens, a producdo de embriGes pode ser observada sob os LEDs azul, branco e
vermelho.

A inducédo de calos embriogénicos ja foi observada com a adicdo de 2,4-D no meio de
cultura em diferentes espécies (FEHER et al., 2002; FEHER, PASTERNAK &
DUDITS, 2003; ZHANG, LI & KONG, 2007), e em resposta a BAP em algumas
espécies do género Arachis, com a producdo de embriGes em estadio cotiledonar e
torpedo (PACHECO et al.,, 2007). Resultados semelhantes foram encontrados neste
trabalho, tendo sido obtidos calos embriogénicos com a formacgdo de embriGes nos
mesmos estadios, porém utilizando meio de cultura suplementado com o TDZ. Diversos
trabalhos ja demonstraram que a utilizacdo de TDZ, 2,4-D ou BAP, isoladamente ou em

combinacdo, é eficaz para inducdo de calos embriogénicos em diferentes cultivares de
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Coffea (SILVA, 2003; MARQUES, 2005; FIGUEIRA, 2005; SILVA et al., 2009),
Zantedeschia (DUQUENNE et al., 2006) e Ocimum basilicum L. (COSTA et al., 2015).
A cultura de calos ndo morfogénicos, em geral, é conduzida com o objetivo de
investigar o potencial de producdo de substancias bioativas com interesse
farmacoldgico. Neste trabalho, calos produzidos sob diferentes tipos de luz foram
avaliados do ponto de vista do perfil fitoquimico, contetdo fendlico e atividade
antioxidante.

A extracdo € a primeira e mais importante etapa para o isolamento e a purificacdo de
substincias bioativas (CUJIC et al., 2016). A maceracdo, uma técnica convencional, é
muito utilizada para a extracdo de compostos fendlicos (AZMIR et al., 2013; LIMA et
al., 2004; CANUTO, SILVEIRA & BEZERRA, 2010). Nesse método, o tipo e a
concentragdo do solvente, assim como tempo de maceragdo, tambem influenciam a
eficiéncia de extracdo de diferentes substancias (CUJIC et al., 2016). Dessa forma, no
preparo de extratos etandlicos de A. repens, foi avaliado inicialmente o efeito do tempo
de maceragdo em etanol.

Na quase totalidade dos tecidos avaliados, os extratos de A. repens obtidos com maior
tempo de maceracdo apresentaram menor eficiéncia na extracdo do trans-resveratrol,
sendo o tempo de 30 minutos escolhido para a preparacdo dos extratos posteriores. Este
fato pode estar relacionado a degradacdo de substancias durante periodos mais
prolongados (CHEN et al., 2016). Cuji¢ et al. (2016), observaram que o melhor tempo
de maceracdo para extrair compostos fenolicos em espécies de Aronia era de 60
minutos, e que tempos superiores a 90 minutos ndo aumentavam a eficiéncia do
processo. Por outro lado, Radojkovi¢ et al. (2016) obtiveram melhor eficiéncia de
extracdo de compostos fenolicos e flavonoides partir de folhas de Morusapds 24 horas
de maceracao.

Diversas substancias bioativas ja foram descritas no género Arachis,tanto em plantas
desenvolvidas em condi¢des naturais quanto em materiais obtidos in vitro, sendo 0s
estilbenos,onde se inclui o trans-resveratrol, a principal classe encontrada(PARK et al.,
2003; KU et al. 2005;LIN et al., 2007; YANG et al., 2010a; YANG et al., 2010b;
LOPES et al., 2011; KIM et al., 2013; SANTOS, 2016).Neste trabalho, a CCD foi
utilizada como técnica preliminar para deteccdo detrans-resveratrolem extratos dos
calos incubados em diferentes qualidades de luz, por ser uma técnica rapida e de facil

interpretacdo. Foram encontradas bandas azuis, correspondentes a polifenois, e bandas
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alaranjadas, caracteristicas de flavonoides, de forma semelhante ao descrito por Santana
et al (2007).

O teor e o tipo de estilbenosencontrados podem ser influenciados pela elicia¢édo com luz
ultravioleta (CHUNG et al., 2003; MEDINA-BOLIVAR et al., 2003; KU et al., 2005;
CHANG et al., 2006) ou eliciadores bidticos (YANG et al., 2010a; YANG et al., 2010b;
RAO, WADIA & STRANGE, 1996). Neste trabalho, a qualidade de luz influenciou o
teor de trans-resveratrol e de outras substdncias com tempos retencdo proximos, as
quais, provavelmente representam tipos diferentes de estilbenos.

Na analise quantitativa por CLAE-DAD-UV aqui realizada, os extratos de calos
derivados de segmentos nodais de A. repens obtidos sob LED misto apresentaram
teoresde trans-resveratrol significativamente mais elevados (7,45 mg/g de peso fresco)
do que a maioria dos valores encontrados na literatura. Esse valor corresponde, por
exemplo, a um teor 79 vezes maior do que 0 maximo obtido por Santos (2016), em um
estudo comparativo de diversos materiais de cinco cultivares de A. hypogaea (0,094
mg/g de peso fresco).Sanders et al (2000) analisaram grdos de 15 cultivares do
amendoim cultivado (A. hypogaea) e detectaram teoresentre 0,02 e 1,79ug/g.Resultados
semelhantes foram relatados por Tokusiioglu et al (2005) em cultivares de amendoim da
Turquia e concentracdes menores também foram encontradas emuva (750 pg/g de peso
fresco) (CANTOS, ESPN & TOMS-BARBEN, 2001 e 2002; DOUILLET-BREUIL et
al, 1999).

A capacidade antioxidante dos extratos vegetais estd principalmente relacionada com os
compostos fendlicos que sao sintetizados pelas plantas em resposta a estresses abidticos
ou bidticos (infecgdo, estresse hidrico, estresse causado pela baixa temperatura ou pela
intensidade luminosa) (SAPTARINI, WARDATI & JULIWATI, 2013). Neste trabalho,
os extratos analisados por CLAE foram também avaliados quanto ao teor de compostos
fendlicos, sendo os resultados correlacionados a atividade antioxidante dos materiais,
com base no ensaio de captura do radical DPPH.A atividade antioxidante foi
significativamente aumentada nos extratos de calos de A. repens obtidos sob LEDs
misto e azul, os quais apresentaram um teor mais elevado de fendis, de forma
semelhante ao observado em Spondias pinnata (HAZRA, BISWAS & MANDAL,
2008).

O efeito da qualidade de luz no teor de compostos fendlicos pode variar de acordo com
a espécie. Li & Kubota (2009) demonstraram um aumento de compostos fenolicos em

plantas de alface mantidas sob LEDs vermelho e verde, ao contrario do observado nas



64

culturas sob LED azul. Resultados semelhantes foram encontrados em extratos de
culturas de Pleorotus eryngii e Hordeum vulgare, que apresentaram maior atividade
antioxidante sob LED azul e menor atividade sob LED vermelho (JANG et al., 2011;
LEE & HYUN, 2011). Yong et al (2008) observaram um aumento de 34% de atividade
antioxidante nos extratos de materiais de Amaranthus spp. incubados sob LED misto e
azul em relagéo ao controle. Outros trabalhos também relataram o aumento de diversas
substancias em tomate (GILIBERTO et al., 2005), café (RAMALHO et al., 2002) e
alface (OHASHI-KANEKO et al., 2007), na presenca de luz azul e, em Cranberry, sob
luz vermelha. Por outro lado, foi também demonstrado que a associacdo de luz
vermelha e azul (LED misto) é eficaz para o desenvolvimento de diversas espécies (LIN
et al., 2013; JOHKAN et al., 2011). Portanto, esses resultados demonstram a viabilidade
de otimizar o aumento da concentragdo de diversas substancias utilizando diferentes
qualidades de luz (LI & KUBOTA, 2009).

Neste trabalho, ndo houve uma correlacdo positiva entre o teor de compostos fenoélicos e
a atividade antioxidante de extratos de calos produzidos sob luz fluorescente branca, os
quais apresentaram grande quantidade desses compostos, porém com menor atividade.
Estes resultados podem ser consequéncia da acdo de outros constituintes que ndo sejam
polifenois, considerando que varias substancias na célula possuem potencial
antioxidante. Além disso, para que compostos fendlicos sejam considerados
antioxidantes e possam exercer seu papel biologico, é preciso que sejam capazes de
retardar a velocidade da auto-oxidagdo ou oxidacdo mediada por radicais livres, ainda
que em baixas concentracfes, e também que o produto formado apds a reacdo seja
estavel (RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1996; SOARES et al., 2008). Sendo
assim, ainda que o extrato apresente grande quantidade de compostos fendlicos, podem
n&o ter acdo antioxidante.

No género Arachis, diversos estudos ja foram realizados utilizando o ensaio de captura
do radical DPPH (ABBASI et al., 2009; LOPES et al., 2013; BRAGA et al., 2016;
CAMARGO et al., 2011; CHANG et al., 2006), sendo o potencial antioxidante de
extratos de diversos materiais associado principalmente ao resveratrol (LOPES et al.,
2013). Neste trabalho, o maior teor de trans-resveratrol foi encontrado nos calos
produzidos sob LED misto, cujos extratos apresentaram um potencial antioxidante
maior que aqueles de calos obtidos sob as outras qualidades de luz testadas. Esses

extratos também apresentaram producdo de outras substancias com tempo de eluicdo
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préximo ao trans-resveratrol, o que sugere que sejam seus derivados, possivelmente
relacionados também a atividade antioxidante.

O conjunto dos resultados deste trabalho permitiu o estabelecimento culturas de calos
sob os diferentes tipos de LEDs. A analise desses materiais revelou diferencas
significativas nos teores de compostos fendlicos, incluindo o trans-resveratrol, assim
como no potencial oxidante dos extratos. Dessa forma, os sistemas de cultura aqui
desenvolvidos, em especial os calos formados sob LED misto, podem vir a ser

utilizados como uma alternativa para a producao de estilbenos com acdo antioxidante.
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CONCLUSOES

v A utilizacdo do LED vermelho mostrou-se mais eficiente para o estabelecimento
e crescimento de plantas in vitro a partir de segmentos caulinares excisados de
plantas mantidas em telado e cultivados em meio MSO, uma vez que, nessas
condicdes, foi possivel obter plantas maiores, em tempo reduzido;

v O uso de LED branco induziu a maior taxa de calogénese, enquanto que a
utilizacdo dos LEDs azul ou vermelho permitiu a formacdo de calos
organogeénicos e embriogénicos;

v' As analises cromatograficas indicaram a presenca de resveratrol e outros
estilbenos caracteristicos do género Arachis nos calos formados sob LED misto.
Além disso, a qualidade de luz induziu o aumento da quantidade dessas
substancias em relacédo a luz fluorescente branca;

v' Os extratos de calos derivados de segmentosnodaisou internodaisincubados

sobLED misto apresentaram significativo conteudo fendlico e acdo antioxidante.
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PERSPECTIVAS

v ldentificacdo das substncias presentes nos diferentes extratos dos materiais

incubados sob os diferentes tipos de LEDs testados;

v Determinar as varia¢des nos contetdos de proteinas, nos calos provenientes dos

diferentes tipos de LED testados.
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APENDICE A - Perfil cromatografico dos extratos etandlicos oriundos de segmentos nodais incubados sob luz fluorescente branca
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APENDICE B - Perfil cromatografico dos extratos etanélicos oriundos de segmentos nodais incubados sob LED azul.
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APENDICE C -Perfil cromatografico dos extratos etanolicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED azul.
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APENDICE D - Perfil cromatografico dos extratos etandlicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED misto.
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APENDICE E - Perfil cromatografico dos extratos etanolicos oriundos de segmentos nodais incubados sob LED branco.
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APENDICE F - Perfil cromatografico dos extratos etandlicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED branco.
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APENDICE G - Perfil cromatografico dos extratos etandlicos oriundos de segmentos nodais incubados sob LED vermelho.

mAU

225 ~Bo6nm,4nm
200{
175{
150{
125{
100
75{
50

25]

_25]

8,355

7‘ I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I I I I | I
0,0 10 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

Legenda: Linha azul- padrdo comercial do trans-resveratrol; Linha rosa- extrato etandlico de calos de A. repens

8,0

9,0

10,0

7
min

G6



APENDICE H - Perfil cromatogréafico dos extratos etanélicos oriundos de segmentos internodais incubados sob LED vermelho.
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