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RESUMO

SOUSA, |. B. Cultura de tecidos e analises fitoquimica e antioxidante de
extratos de sementes, plantas in vivo e materiais obtidos in vitro de Arachis
pintoi Krapov. & W.C. Greg. 2015. 135 f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia
Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W.C. Greg) € uma
espécie herbacea perene, originaria do Brasil, utilizada como forragem e
cobertura viva para controle de eroséo e recuperacdo de areas degradadas.
Apesar da existéncia de diversos trabalhos que demonstram a presenca de
metabdlitos de interesse em A. hypogaea, o amendoim utilizado para consumo
humano, estudos sobre a fitoquimica e atividades biol6gicas ainda sédo
escassos para as demais espécies do género. O objetivo deste trabalho foi
estabelecer sistemas de cultura de tecidos com o uso diferentes tipos e
concentragbes de fitorreguladores para A. pintoi cv. Amarillo MG-100,
realizando também andlises fitoquimicas e avaliacdo de sua atividade
antioxidante. Explantes de cotilédones, eixos e foliolos embrionarios
provenientes de sementes, e segmentos foliares, nodais e internodais de
plantas cultivadas in vitro apresentaram desenvolvimento de calos mistos ou
friaveis em resposta a combinacdes de BAP e ANA, e calos mucilaginosos em
resposta a PIC. A formacéo de brotos foi obtida a partir de todos os explantes,
exceto foliolos embrionarios e de plantas in vitro, em resposta a 2,4-D, TDZ ou
combinacdes de BAP e ANA. O desenvolvimento de raizes adventicias foi
observado a partir de cotilédones, em resposta a AlA, AIB e combinacdes de
BAP a 0,44 uM e ANA em diferentes concentracées. A multiplicacdo de raizes
foi estudada em diferentes tipos de sistemas, sendo mais eficiente em meio
liquido sob agitacdo e suplementado com AIB, assim como em meio liquido
suplementado com AIB ou ANA utilizando ponte de papel. A andlise fitoquimica
dos extratos das raizes induzidas em ANA a 54 uM, AIA a 57 uM e AIB a 14,7
uM, além de sementes, cotilédones e 6rgaos de plantas cultivadas in vivo e in
vitro (caules, raizes e folhas) foi realizada através de CCD e CLAE. Pela
técnica de CCD, foram observadas bandas em condi¢cdes especificas para
saponinas e triterpenos, além de uma grande variedade de substancias
fendlicas. Na analise por CLAE, foram detectados 49 sinais, incluindo o do
resveratrol, encontrado em todos os extratos. A atividade antioxidante foi
determinada pelo ensaio do DPPH e revelou um grande potencial antioxidante
de extratos de folhas de plantas cultivadas in vivo, que apresentaram ECs, de
0,91 mg de extrato bruto/mL, o que corresponde a 0,2 mg de equivalentes de
quercetina. Os resultados mostraram que a espécie A. pintoi pode ser uma
nova fonte de substéncias fenodlicas com atividade medicinal, como o
resveratrol. Através da cultura de tecidos, diferentes tipos de materiais foram
produzidos e ainda precisam ser avaliados quanto a producdo de substancias
fendlicas ou de outros grupos de interesse.

Palavras-chave: Amendoim forrageiro. Calogénese. Cultura de raizes.
Cromatografia. Resveratrol.



ABSTRACT

SOUSA, I. B. Tissue culture, phytochemical analysis and determination of
antioxidant activity of extracts from seeds, in vivo grown plants and in vitro
materials of Arachis pintoi Krapov. & W.C. Greg. 2015. 135f. Dissertagéo
(Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcéntara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Pinto peanut (Arachis pintoi Krapov. & W.C. Greg) is a herbaceous
perennial species native from Brazil, used as forage and plant cover for the
control of erosion and recovery of degraded areas. Although several studies
with A. hypogaea (groundnut) have revealed the presence of metabolites of
interest, studies on phytochemistryl and biological activities for other species of
the genus are still limited. The goal of this study was to establish tissue culture
systems for A. pintoi cv. Amarillo MG-100, using different types and
concentrations of plant growth regulators, to perform phytochemical analysis
and to determine the potential antioxidant activity of different extracts.
Cotyledons, embryonic axes and leaflets explants from seeds, as well as
leaflets, nodal and internodal segments from in vitro growth plants formed
mixed and friable calluses in response to combinations of BA and NAA, and
mucilaginous calluses in response to PIC. Shoot formation was obtained from
all explants, except embryonic and in vitro grown plants leaflets, in response to
2,4-D, TDZ or BA and NAA combinations. Adventitious roots development was
obtained from cotyledons in response to IAA, IBA and combinations of 0.44 uM
BA with NAA. Root cultures were established in different types of systems, and
multiplication was obtained in liquid medium supplemented with IBA under
agitation, as well as in liquid medium supplemented with IBA or NAA, using a
bead system. Phytochemical analysis of extracts from roots formed in the
presence of 54 uM NAA, 57 uM IAA and 14.7 uM IBA, seeds, cotyledons, and
organs of in vivo and in vitro plants (stems, roots and leaves) was performed by
TLC and HPLC. Different constituents were observed in specific conditions for
the detection of saponins and triterpenes by TLC, in addition to a great variety
of phenolic compounds. HPLC analysis revealed 49 peaks, including
resveratrol, which was found in all extracts. A strong antioxidant activity was
found in extracts from leaves of in vivo grown plants (EC50 = 0.91 mg of crude
extract/ml of DPPH solution), corresponding to 0.2 mg of quercetin equivalents.
In vitro studies will be continued in order to establish other callus cultures and to
optimize the adventitious root cultures. Other chromatographic methods will be
utilized to define the compounds detected by TLC and HPLC.

Keywords: Pinto peanut. Callogenesis. Adventitious root cultures.
Chromatography. Resveratrol.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

LISTA DE FIGURAS

Colar com frutos de amendoim moldados em ouro e prata,

encontrado na tumba do Lorde de Sipan, um importante

sacerdote da cultura Moche, que viveu no Peru, século Il ... 20
Morfologia de Arachis Pintoi .........cccuuvviiiiiiiiiieeeeeee s 24
Formula estrutural do beta-sitoSterol ............ccccceeviiiiiiieeeennns 36
Formulas estruturais dos isbmeros de resveratrol ................ 37

Curva padrdao de atividade antioxidante da quercetina
avaliada pelo método de captura do radical DPPH ............... 51

Calogénese a partir de explantes de sementes de Arachis

pintoi apds 60 dias de cultura .............ccooeeiviiviiiiiiiiiiiieeeee e 54

Acumulo de biomassa de calos obtidos a partir de
cotilédones de A. pintoi cultivados em meio MS
suplementado com diferentes combinacdes de BAP e ANA,
apos 60 dias de cultura na ausénciade luz .............ccc.uveeeee 58

Acumulo de biomassa de calos obtidos a partir de eixos
embriondarios de A. pintoi inoculados em meio MS
suplementado com diferentes combinacdes de BAP e ANA,

apos 60 dias de cultura na ausénciade luz ......................... 59

Acumulo de biomassa de calos a partir de foliolos
embriondarios de A. pintoi inoculados em meio MS
suplementado com diferentes combinacdes de BAP e ANA,

apos 60 dias de cultura na ausénciade luz .......................... 59



Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Rizogénese em Arachis pintoi a partir de explantes de

cotilédone cultivados na ausénciade Uz .........ccccoveeeveeeeennn...

Rizogénese em Arachis pintoi a partir de cotilédones
cultivados na auséncia de luz, em meio suplementado com

diferentes reguladores de crescimento .............cccceeeeeeeeevnnnnn.

Desenvolvimento de segmentos radiculares em diferentes

sistemas em resposta a AIA€ AIB .........ccoooovvviiiiiiiiiiieeen,

Desenvolvimento de segmentos radiculares em diferentes
sistemas em resposta a ANA isoladamente ou em

combinaGao COM BAP .......ovviiiiiiii e

Calogénese a partir de explantes excisados de plantas in
vitro de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com
PIC a 4,14 uM por 60 dias, na presenca de luz ....................

Calogénese a partir de explantes de plantas in vitro de A.

pintoi em resposta a 2,4-D na presenga ou auséncia de luz

Calogénese a partir de explantes de plantas in vitro em
resposta a TDZ, na presenca (A, B e C) ou auséncia (D, E e
F)YAEIUZ .o

Calogénese a partir de explantes de plantas in vitro em
resposta a BAP a 2,2 uM em combinacdo com ANA na

presenca de luz (A, B e C) ou ausénciade luz (D,EeF) .....

Desenvolvimento de plantas em meio suplementado com

2,4-Dnapresengade Uz .......cccoceeeveeiiiiiiiiiiiiiieeeeee

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de

triterpenos, utilizando como eluente uma mistura de acetato

66

69

70

71

73

74

75

77



Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

de etila, acido acético glacial, acido formico e agua
(50:5,5:5,5:13) e revelador anisaldeido sulfarico, registrada

EM TUZ VISIVEI <. e,

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
triterpenos, utilizando como eluente uma mistura de acetato
de etila, &cido acético glacial, &acido formico e &gua
(50:5,5:5,5:13) e revelador anisaldeido sulfurico, registrada

em luz visivel (A) e @365 NM (B) ....ooevvvvivviiiiiiiiieeeeeeeeeeiiis

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
saponinas, utilizando como eluente cloroférmio, acido
acético glacial, metanol e &agua (32:16:6:4) e revelador

anisaldeido sulfurico, registrada em luz visivel .....................

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
saponinas, utilizando como eluente cloroférmio, acido
acético glacial, metanol e &agua (32:16:6:4) e revelador
anisaldeido sulfarico, registrada em luz visivel (A) e a 365

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
flavonoides, utilizando como eluente acetato de etila, acido
acético glacial, acido férmico e éagua (50:5,5:5,5:13) e

revelador NP/PEG, registrada a 365 NM ..........ccccceevevvvvnnnnnnn.

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
estilbenoides, utilizando como eluente acetato de etila,
cloroféormio, metanol e &gua (33:15:3:0,6) e revelador
NP/PEG, registrada a 365 NM .........coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeii e,

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
substancias fendlicas (Condicdo 3), utilizando como eluente
acetato de etila, acido acético glacial e agua (34:2:4) e

81

82

83

84

85



Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

revelador NP/PEG, registrada a 365 nm .............cccceeveeeneeene, 86

Cromatrografia em camada delgada para deteccado de
substancias fendlicas (Condi¢éo 5), utilizando como eluente
acetato de etila, acido acético glacial, acido férmico e agua
(51:6:1:7) e revelador NP/PEG, registrada a 365 nm ............ 87

Cromatogramas obtidos por CLAE ...........cccceoevvvvvvvveiiiininnnnnn 88

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
flavonoides, utilizando como eluente acetato de etila, &c.
acético glacial, acido férmico e éagua (50:5,5:5,5:13) e

revelador DPPH, registrada em luz visivel ............................ 94

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
estilbenoides, utilizando como eluente acetato de etila,
cloroféormio, metanol e &gua (33:15:3:0,6) e revelador

DPPH, registrada em luz visivel ............ccocceciiiiiiiiiiiicceceee 95

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
substancias fendlicas (Condicao 3), utilizando como eluente
acetato de etila, 4cido acético glacial e agua (34:2:4) e
revelador DPPH, registrada em luz visivel .............cccccuveeeee. 96

Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de
substancias fendlicas (Condi¢ao 5), utilizando como eluente
acetato de etila, acido acético glacial, acido férmico e agua

(51:6:1:7) e revelador DPPH, registrada em luz visivel ......... 97

Cromatograma de extrato de cotilédone (amostra 1) obtido

por CLAE, contendo resveratrol (R) ..........eeeeeeviiiiieeeeenininnnnns 129

Cromatograma de extrato de semente com tegumento

(amostra Il) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R) ........ 129



Figura 34 -

Figura 35 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Figura 38 -

Figura 39 -

Figura 40 -

Figura 41 -

Figura 42 -

Figura 43 -

Cromatograma de extrato de semente sem tegumento

(amostra Ill) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R) .......

Cromatograma de extrato de folhas de plantas obtidas in
vitro (amostra 1V) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R)

Cromatograma de extrato de raizes de plantas obtidas in

vitro (amostra V) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R)

Cromatograma de extrato de caules de plantas obtidas in

vitro (amostra VI) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R)
Cromatograma de extrato de folhas de plantas mantidas in

vivo (amostra VII) obtido por CLAE, contendo resveratrol

Cromatograma de extrato de raizes de plantas mantidas in

vivo (amostra VIII) obtido por CLAE, contendo resveratrol

Cromatograma de extrato de caules de plantas mantidas in

vivo (amostra 1X) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R)

Cromatograma de extrato de raizes induzidas em resposta

a ANA (amostra X) obtido por CLAE, contendo resveratrol

Cromatograma de extrato de raizes induzidas em resposta

a AlA (amostra XIl) obtido por CLAE, contendo resveratrol

Cromatograma de extrato de raizes induzidas em resposta

a AIB (amostra XIllI) obtido por CLAE, contendo resveratrol

130

130

131

131

132

132

133

133

134



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Atividades bioldgicas ja descritas no género Arachis ............ 32

Quadro 2 - Condicdes utilizadas nas cromatografias em camada
delgada ... —————— 48

Quadro 3 - Extratos em etanol 80 % preparados a partir de diferentes
materiais para a analise fitoquimica, através de CCD e
CLAE, e do potencial antioxidante, pelo ensaio do DPPH .... 79



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

LISTA DE TABELAS

Calogénese a partir de explantes de sementes de Arachis
pintoi cultivados em meio MS suplementado com diferentes
concentragbes de PIC, 2,4-D ou TDZ por 60 dias, na

presenga ou auséncia de Uz ..........ccccvvveeiiiiiiiiiiiieeeee

Calogénese a partir de explantes de sementes de Arachis
pintoi cultivados em meio MS suplementado com diferentes
combinacgdes de BAP e ANA por 60 dias, na presenca ou

AUSENCIA B TUZ ..o

Regeneracao de plantas a partir de explantes de sementes
de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com
diferentes concentragdes de 2,4-D e TDZ por 60 dias, na

presenca ou auséncia de Uz ........cccoovveevveecieneee e

Regeneracao de plantas a partir de explantes de sementes
de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com
diferentes combinacbes de BAP e ANA por 60 dias, na

presenca ou auséncia de Uz ........ccccoevveviiicce e,

Rizogénese a partir de explantes de sementes de A. pintoi
cultivados em meio MS suplementado com diferentes
concentragbes de 2,4-D por 60 dias, na presenca ou

AUSEBNCIA B TUZ e

Rizogénese a partir de explantes de sementes de A. pintoi
cultivados em meio MS suplementado com diferentes
combinacdes de BAP e ANA por 60 dias, na presenca ou

AUSEBNCIA B TUZ et

55

56

61

62

63



Tabela 7 - Rizogénese a partir de cotilédones de A. pintoi cultivados
em meio MS suplementado com diferentes tipos e
concentracdes de auxinas por 60 dias, na auséncia de luz. 67

Tabela 8 - Rizogénese a partir de cotilédones de A. pintoi cultivados
em meio MS suplementado com diferentes combinagdes

de BAP e ANA por 60 dias, na auséncia de luz ................... 67

Tabela 9 - Calogénese a partir de explantes excisados de plantas in
vitro de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado
com diferentes concentragdes de PIC ou 2,4-D por 60 dias,

na presenca ou auséncia de Uz ..............oeeeeiiiiiiniiiiiiiiinnnes 72

Tabela 10 - Calogénese a partir de explantes excisados de plantas in
vitro de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado
com diferentes combinagdes de BAP e ANA por 60 dias, na

presenca ou auséncia de lUz ..........cceeeeeeiiiiiiiiiceiii e, 76

Tabela 11 - Regeneracéao de plantas a partir de explantes excisados de
plantas in vitro de A. pintoi cultivados em meio MS
suplementado com 2,4-D ou TDZ ou combinag¢des de BAP

e ANA por 60 dias, na presengade luz ............cccccevvvvrnnennnn. 78

Tabela 12 - Andlise fitoquimica de diferentes extratos por cromatografia

liquida de alta efiCIBNCia ............uvvvvieiiiiiiiiiiiiiee e 90

Tabela 13 - Potencial antioxidante de diferentes amostras de A. pintoi .. 93



2.1
2.2

3.1
3.2
3.21
3.2.2

4.1
4.2
4.3

5.1
5.2

6.1
6.2
6.3
6.3.1

6.3.2
6.4

6.4.1
6.4.2
6.4.3
6.5

6.5.1
6.5.2

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt 19
GENERO ARACHIS ..ot 19
ARACHIS PINTOI oo 23
Caracteristicas € apliCagOes .........cooiiuuiiieeiiiiiiiiiee e 23
Historico e distribuicdo geografica .......cccccvvvceiiiiiiiiineeeeeene, 25
PRODUCAO DE METABOLITOS ESPECIAIS EM PLANTAS ... 29
MetabOlitoS ESPECIAIS ..ooovvvveiiiiieeiiiiieee e 29
Metabdlitos especiais em Arachis ...........cccoooviiiiiiiiiieceecceeee, 30
Fitoesterdis em Arachis ........cccvveeeeeiii e 34
Substancias fendlicas em Arachis ..........cccceeeiiiiiiiiiie e 36
PRODUQAO DE METABOLITOS INVITRO ....cvooeieiiieeeeee 38
Cultura de tecidoS VEQEeLaIS ......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 38
Sistemas de producdo de metabdlitos in Vitro ........................ 40

Sistemas de producdo de metabdlitos in vitro em Arachis ... 41

OBUIJETIVOS ..ot e e e 43
ODJELIVO GEIAI e 43
Objetivos eSPECIfiCOS ...uuvuiiiiiiiiiiiiiie e 43
METODOLOGIA ...ttt 44
Material vegetal ... 44
Meios e condigcdes de Cultura ........ccovvvvveeveeeeiiiiiinccee e 44
Cultura de tECIUOS .iviviiiieee et 45

Inducdo de morfogénese a partir de explantes de sementes e de

PIANEAS 1IN VITFO ettt e e 45
Estabelecimento de cultura de raizes ............ccooevviviiviiiiiiieeeeeen. 46
AvaliaCao FitOQUIMICA ...uvvveiiiiiiiiiie et 47
Preparo de eXIratos ........ocooee oo 47
Cromatografia em camada delgada (CCD) ........ccevvvveevvvvvnnnnnnannnn. 47
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ............ceeeeinnes 49
Avaliacéo da atividade antioxidante ............ccccceeevvvivveniiiiinnnnnnn. 49
ENSAI0 DPPH ..ottt 49
ENSaio CCD-DPPH ... 51




6.6 ANALISE ESTAliSTICA «oevneeniee e 51

7 RESULTADOS ...t e s 52
7.1 Cultura de TECIAOS ..oovviieiiiiiiiiiree s 52
7.1.1 Morfogénese a partir de explantes de sementes ................ccueeee 52
400 0 N R O (o To =T 1Y RS SEEPPP 52
7.1.1.2 FOrmagao de DrotosS ...........coooiiiiiiiiiiiiiie e 60
7.1.1.3 CURUIra d€ FAIZES ..ottt e 63
7.1.2 Morfogénese a partir de explantes de plantas in vitro .................. 71
7.1.2.1 CAlOGENESE ...cevvvvitiiiiee et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e aaaaae s 71
7.1.2.2 ProducG8o de PIANTAS ......eeeeiiiiiiiiieeiieieeeeeeiiiieeee et 77
7.2 Avaliagao fitOQUIMICA ...ueeveeiiiiiiiiiiie e 79

7.2.1 Perfil fitoquimico por cromatografia em camada delgada (CCD). 79

7.2.2 Perfil fitoquimico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia .... 87

7.3 Avaliacao da atividade antioxidante ...........cccccevvvviviiiiiiinnnnnnnn. 92
7.3.1 ENSAIODPPH ...coveieee e 92
7.3.2  CCD-DPPH ..ottt e 93
8 DISCUSSAOD ..ottt n e 98
CONCLUSOES ...ttt ettt 110
REFERENCIAS ..ottt 111

APENDICE ..o ettt eeia e 129



19

INTRODUCAO

1. GENERO ARACHIS

O género Arachis pertence a familia Fabaceae e possui, atualmente, 81
espécies descritas (KRAPOVICKAS; GREGORY, 2007; VALLS; SIMPSON, 2005;
VALLS; COSTA; CUSTODIO, 2013). A primeira descricdo taxondmica foi feita por
Linnaeus (1753) para Arachis hypogaea L., o amendoim utilizado para consumo
humano. As primeiras espécies silvestres foram descritas por Bentham (1841) e
outras estdo sendo incluidas até o presente (VALLS; COSTA; CUSTODIO, 2013).
O género € subdividido em nove Seccbes: Arachis, Trierectoides, Erectoides,
Procumbentes, Rhizomatozae, Caulorrhizae, Extranervosae, Triseminatae e
Heteranthae, que agrupam as espécies segundo suas caracteristicas
morfologicas, filogenéticas e compatibilidade de cruzamento (APGIIl, 2009;
KRAPOVICKAS; GREGORY, 2007; VALLS; SIMPSON, 1994; VALLS; SIMPSON,
2005). A maioria das espécies de Arachis tem sua area de distribuicdo limitada a
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai (KRAPOVICKAS; GREGORY,
2007). Acredita-se que o género seja originario do Brasil, onde sdo encontrados
representantes de todas as Secc¢Oes, sendo mais da metade das espécies
endémicas (KRAPOVICKAS; GREGORY, 2007; VALLS; SILVA; MONCATO,
2000).

Arachis hypogaea (Seccdo Arachis) é cultivado ha milhares de anos, ja
tendo sido encontradas sementes em registros arqueoldgicos realizados no Peru,
datados de 7.840 anos (DILLEHAY et al., 2007). Acredita-se que sua presenca
seja decorrente de acdo antropica, visto que ndo ha nenhuma evidéncia de
ocorréncia natural de espécies de Arachis na vertente oeste dos Andes. A
importancia do amendoim para 0s povos pré-histéricos da América do Sul tornou-
se evidente para os pesquisadores apés os achados da cultura Moche, que viveu
na costa do Peru entre os Séculos | e XVII, dentre os quais um colar com frutos
de amendoim moldados em ouro e prata (Figura 1) encontrado na tumba de um
importante sacerdote, que remonta do Século Il (FREITAS; PENALOZA; VALLS,
2003).
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Atualmente, a utilizacdo de A. hypogaea é bastante difundida em diversos
paises. Por outro lado, Arachis villosulicarpa Hoehne, cultivada pelos indios
Nambicuara na Chapada dos Perecis no Mato Grosso do Sul, apesar de ser
considerada uma das mais primitivas da Ameérica (KRAPOVICKAS, 2010a),
permaneceu restrita a essa regido. Outras espécies do género, como Arachis
pintoi Krapov. & W.C. Gregory, Arachis repens Handro e Arachis glabrata Benth.
passaram a ser cultivadas em um periodo bem mais recente, em meados do
século XX, e tém sido utilizadas em diversos paises, principalmente como

forrageiras e ornamentais.

Figura 1 — Colar com frutos de amendoim moldados em ouro
e prata, encontrado na tumba do Lorde de Sipan,
um importante sacerdote da cultura Moche, que
viveu no Peru, século Il

Fonte: Stone-Miller, 2002.
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Arachis hypogaea € a espécie mais conhecida entre as cultivadas. Devido
ao seu uso para alimentacdo humana, representa a quarta oleaginosa de maior
importancia econdmica no mundo (SILVA et al., 2010), sendo cultivada em mais
de 100 paises (HUANG et al., 2012), com uma producao anual de 41,2 milhdes
de toneladas (FAO, 2012). Suas sementes apresentam grande valor nutritivo,
sendo constituidas por cerca de 50 % de 6leo e 25 % de proteina, o que as torna
um importante alimento para seres humanos e animais. O amendoim pode ser
utilizado in natura ou em derivados, sendo importante ainda para producao de
Oleo, que é utilizado na culinaria de diversos paises.

Arachis hypogaea possui duas subespécies, seis variedades botéanicas e
uma grande diversidade de cultivares e racas, apresentando grande variacao
morfologica (KOCHERT et al, 1991; KRAPOVICKAS, 2010a; 2010b;
SRINIVASAN; KUMAR; KIRTI, 2010). Entretanto, o processo de domesticacéo
resultou em uma grande uniformizacdo genética, reduzindo drasticamente sua
variabilidade e tornando as culturas susceptiveis a pragas e doencas. Portanto,
estudos que visem ao conhecimento e a conservacdo das demais espécies do
grupo, que apresentam grande variabilidade genética e resisténcia a doencas,
constituem uma acao importante para o melhoramento de A. hypogaea (DWIVEDI
et al., 2007; BERTIOLI et al., 2003; GALGARO; VALLS; LOPES, 1997;
HALWARD et al., 1991).

As outras espécies do género, que passaram a ser comercializadas mais
recentemente, séo utilizadas para alimentagcéo animal, cobertura viva em terrenos
inclinados, ornamentacéo e prevencdo da erosao (SRINIVASAN; KUMAR; KIRTI,
2010), sendo também bastante Uteis na recuperacdo de solos degradados
(LAXMI; GIRI, 2003; VALLS; SIMPSON, 1994), os quais atingem, pelo menos,
150 milhdes de hectares no Brasil (EMBRAPA, 2008). A capacidade de fixacdo de
nitrogénio dessas espeécies, como das demais leguminosas, deve-se a simbiose
com bactérias diazotroficas dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e
Azorhizobium, que formam nodulos ao colonizar as raizes das plantas, resultando
no incremento no valor protéico da pastagem (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Dessa forma, as leguminosas forrageiras podem ser utilizadas como adubacao
verde (GLIESSMAN, 2000), no cultivo em sucessao ou em consorcio.

O uso consorciado de forrageiras e gramineas tem como objetivo antecipar

e aumentar o periodo de utilizacdo das pastagens (LUDWIG et al., 2010), ao
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mesmo tempo reduzindo o desmatamento de novas areas para essa finalidade
(CHEN et al., 2003), e promovendo ainda um aumento na disponibilidade de
proteina bruta na dieta animal. Através dessa técnica, alguns produtores
obtiveram um aumento de 40 % no peso vivo do gado e de 20 % na producéo de
leite (LASCANO; AVILA, 1991). A consorciacdo tem sido principalmente estudada
com o uso de A. repens, A. pintoi e A. glabrata (SIMPSON; VALLS; MILES, 1994;
VALLS; SIMPSON, 1994) com espécies de Brachiaria e Cynodon (ARGEL,;
PIZARRO, 1992; BARCELLOS et al., 2000; FELTRE, 2013).

Arachis glabrata (Seccdo Rhizomatosae) ocorre no Brasil, Argentina e
Paraguai, tendo sido coletada por W. Andrew Archer e A. Gehrtem, da United
States Department of Agriculture (USDA), em Campo Grande (Mato Grosso do
Sul, Brasil) e Posadas (Misiones, Argentina) em 1936, e introduzida na Florida,
onde passou a ser cultivada como forrageira. A espécie possui duas variedades,
Glabrata e Hagenbeckii e é utilizada também na cobertura de solos. Suas folhas
sdo altamente nutritivas e apresenta persisténcia em longo prazo sob diversos
sistemas de pastejo (MAAS; ANDERSON; QUESENBERRY, 2010). A
propagacdo da espécie € principalmente vegetativa, com producéo reduzida de
sementes (WILLIAMS et al., 2008).

As duas Unicas espécies da Seccdo Caulorrhizae, A. repens e A. pintoi,
sdo nativas do Brasil, dos vales do Parana e na regido dos rios Sao Francisco e
Jequitinhonha (KRAPOVICKAS; GREGORY, 2007). Possuem como principal
caracteristica a capacidade de enraizamento dos nés, diferentemente da Seccdo
Rhizomatosae, o que facilita a propagacao vegetativa. Arachi repens, conhecido
como grama amendoim, apresenta producédo reduzida de sementes e propagacao
principalmente através do desenvolvimento de estolfes, sendo utilizada como

ornamental e forragem (VEIGA et al., 2003).
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2. ARACHIS PINTOI KRAPOV. & W. C. GREG.

2.1. Caracteristicas e aplicacdes

Arachis pintoi, conhecido como amendoim forrageiro, € uma espécie
herbacea perene com habito estolonifero (Figura 2a) e um sistema de raizes
pivotantes. Suas inflorescéncias apresentam coloracdo amarelada (Figura 2b) e
as folhas sao tetrafoliadas (Figura 2c), formadas por foliolos com formato oboval
(KRAPOVICKAS; GREGORY, 2007). Seu genoma ¢é diploide (2n = 20), assim
como a maioria das espécies do género e diferentemente de A. hypogaea que é
tetraploide (4n = 40). Ha ainda um acesso que apresenta citotipo triploide (3n =
30) (PENALOZA; POZZOBON; VALLS, 1996).

Essa espécie tem assumido importancia crescente na producdo de
forragem em é&reas tropicais e subtropicais, devido a sua alta qualidade nutritiva
(KHAMSEEKHIEW et al., 2002; LADEIRA et al., 2002), com elevados teores de
proteina bruta associados a uma boa digestibilidade e excelente palatabilidade.
Além disso, apresenta grande numero de sementes em frutos subterrdneos
(Figura 2a), com alta taxa de sobrevivéncia (FISHER; CRUZ, 1994;
MONTENEGRO; PINZON, 1997) e capacidade de manter uma area foliar residual
satisfatéria, mesmo quando submetida a um pastejo continuo e intenso
(CARVALHO; PIRES, 2008). Possui tolerancia ao sombreamento e boa
adaptacdo a solos acidos e de baixa fertilidade, sendo também empregado na
cobertura de solos, em sistemas agroflorestais e no controle de erosdo em
encostas (ANDRADE; VALENTIM, 1997; PERIN; GUERRA; TEIXEIRA, 2003).
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Legenda: (A) planta completa apresentando floracao e formagédo de vagens geocarpicas
indicadas pelas setas; (B) flor; (C) esquema do ramo e da planta completa.
Fontes: http://az.wikipedia.org/wiki/Arachis_pintoi,
http://lwww.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Arachis_pintoi.htm,
Krapovickas & Gregory, 2007.
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A espécie é também usada na recuperacdo de areas degradadas
(OLIVEIRA et al., 2002), como pastagens deterioradas e solos empobrecidos pela
monocultura, j& que seu cultivo, associado a presenca de microorganismos como
fungos, bactérias, actinomicetos e rizébios (WARDLE; GILLER; BARKER, 1999),
promove a aceleracdo das taxas de decomposicao e liberacdo dos nutrientes da
matéria organica e a agregacao do solo, além do acumulo de nitrogénio e fosforo
organico nas camadas superficiais do solo (MIRANDA; SAGGIN JUNIOR; SILVA,
2008). A cobertura do solo com A. pintoi em sistema de plantio direto pode reduzir
0s custos de producdo de milho, sendo equivalente a adubacdo com 80 kg/ha de
nitrogénio (PURCINO et al.,, 2004). Como cobertura viva, € estimado que a
utilizacdo da espécie proporcionaria reducdo ou eliminacdo da adubacao
nitrogenada com fertilizantes sintéticos em culturas de fruteiras (PERIN;
GUERRA; TEIXEIRA, 2003). Além disso, devido a sua boa resisténcia ao fogo, &
utilizado também como cerca viva ao redor de culturas perenes como prevencao
contra queimadas acidentais (VALENTIM; CARNEIRO; SALES, 2001).

A propagacdo de A. pintoi ocorre através de sementes, estoldes ou
também por meio da coroa contendo parte da raiz (SILVA, 2004). A propagacéo
por sementes caracteriza-se por uma maior velocidade de multiplicagdo, com
producdo de sementes mais elevada do que as plantas produzidas
vegetativamente (FERGUSON, 1994; FISHER; CRUZ, 1994). Por exemplo,
Balzon et al. (2005) obtiveram uma producdo média de sementes de 816 kg/ha
através do plantio de mudas, equivalente a 40 % da obtida pelo plantio de

sementes.

2.2. Historico e distribuicdo geogréafica

A distribuicdo geogréfica natural de A. pintoi compreende os estados de
Goias, Bahia e Minas Gerais, estendendo-se por toda a costa Atlantica no Brasil
(CARVALHO, 2004). A primeira coleta da espécie foi realizada em 1954, pelo
professor Geraldo C. Pinto, na foz do rio Jequitinhonha, na localidade de Boca do
Corrego, no municipio de Belmonte, no Estado da Bahia, como um Unico acesso

identificado inicialmente como GK 12787 e armazenado no banco de
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germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia como BRA-
013251 (PAGANELLA; VALLS, 2002; PEREIRA; RESENDE; SANTANA, 1999).
Essa coleta foi resultado de um trabalho espontdaneo de alguns agronomos
brasileiros que realizaram varias expedicfes a diferentes regides do Brasil a partir
de 1930, com o objetivo de coletar germoplasma de espécies que apresentassem
potencial forrageiro.

A partir do primeiro acesso, a espécie foi posteriormente introduzida em
diversos paises, onde foram desenvolvidas diferentes cultivares. Na Australia, o
acesso deu origem a cultivar Amarillo, em 1990, apo6s sua introdu¢do em 1987,
onde adquiriu reconhecimento comercial. Em 1992, originou a cultivar Mani
Forragero Perene (Colombia) e, em 1994, as cultivares Pico Bonito (Honduras) e
Mani Mejorador (Costa Rica). No Brasil, 0 grupo Sementes Matsuda, em S&o
Paulo, desenvolveu a cultivar Amarillo MG-100, lancada em 1995, que é
considerada a mais difundida no pais (SILVA, 2004; NASCIMENTO, 2006).

Outras cultivares (Mani Forragero e Porvenir) foram desenvolvidas a partir
do acesso CIAT 18744, fornecido pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia a partir do BRA-012122, coletado pelos pesquisadores J. Valls e W.
Werneck em Minas Gerais, no Panama e na Costa Rica, pela fazenda EI Porvenir
da Cooperativa Agroindustrial Coopeagre, no ano de 1981. Além disso, um clone
triploide foi identificado no cultivo de Mani Forragero Perenne na Costa Rica,
armazenado no Brasil como o acesso BRA-031895 (LAVIA et al, 2011,
PENALOZA; POZZOBON; VALLS, 1996).

Atualmente, além da cultivar Amarillo MG-100, trés novas cultivares
(Algueire-1, Belmonte e BRS Mandobi) foram lancadas no Brasil e estéo inscritas
no Registro Nacional de Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (RNC-MAPA). A Alqueire-1 foi desenvolvida em 1998, no
municipio de Rio Pardo no Rio Grande do Sul, pela Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), a partir de diferentes acessos fornecidos pela
EMBRAPA, sendo utilizada em grande escala pelos produtores do Sul do pais,
devido a alta tolerancia ao frio (PEREZ, 2001).

A cultivar Belmonte foi desenvolvida a partir do acesso registrado na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia como BRA-0311828 e introduzida
na sede da Superintendéncia da Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC), em Ilhéus, no Estado da Bahia, em 1999. Embora tenha
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baixa producdo de sementes, possui grande adaptacdo as condicbes do sul da
Bahia, que apresenta pluviosidade anual entre 1.200 e 1.400 mm e solos &cidos,
de baixa e média fertilidade, demonstrando boa adaptacdo a solos de textura
franca e tolerancia mediana a encharcamentos, sendo altamente produtiva, com
grande resisténcia a pragas e doencas (BARCELLOS et al., 2008; PEREIRA;
RESENDE; SANTANA, 1999).

A cultivar BRS Mandobi, registrada em 2008, foi desenvolvida pela
EMBRAPA Acre a partir de selecdo massal. Tem como caracteristicas grande
producdo de sementes, embora apresente altas porcentagens de dorméncia
associada ao tegumento (ASSIS, 2011), ampla faixa de adaptacao, desde o nivel
do mar até 1.800 m de altitude e sobrevive a periodos de seca superiores a
quatro meses e a geadas em regibes subtropicais (CARVALHO;
QUESENBERRY; GALLO, 2010).

Algumas cultivares de A. pintoi tém sido bastante estudadas quanto ao seu
potencial agrondmico, sendo seu cultivo implementado em diferentes regides. A
cultivar Belmonte, inicialmente reconhecida como A. repens, foi reidentificada
como A. pintoi (PEREIRA; REZENDE; MORENO-RUIZ, 2004). Apés seu
langcamento, ainda permaneceu pouco difundida, sendo cultivada em cerca de 300
ha por produtores locais em Itabela, na Bahia. Somente apés a divulgacdo da
cultivar por uma reportagem sobre Arachis no programa de TV Globo Rural em
2003, reapresentada em 2004, produtores de varios Estados do Brasil, incluindo
Séo Paulo, Minas Gerais e Bahia, comecaram a solicitar o material para plantio
(PEREIRA; REZENDE; MORENO-RUIZ, 2004).

No Acre, a introducédo da cultivar Belmonte foi um recurso bem sucedido
para transformar os sistemas produtores convencionais, cujas areas sofriam
pastejo intenso e empobrecimento do solo. A adocdo do sistema de plantio
consorciado entre A. pintoi e diferentes gramineas resultou no desenvolvimento
de sistemas agropecuarios com alta produtividade e rentabilidade, com reducao
da utilizacdo de fertilizantes quimicos e pesticidas caros e altamente poluentes
(VALENTIM; ASSIS; SA, 2009). Dessa maneira, através de um programa de
pesquisa e desenvolvimento da EMBRAPA Acre, que ja havia introduzido com
sucesso outra leguminosa forrageira, Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth., com
ganhos econbmicos de US$ 33 milhdes anuais aos produtores (SHELTON;
FRANZEL; PETERS, 2005; VALENTIM; ANDRADE, 2005a), o amendoim
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forrageiro foi recomendado como alternativa para recuperacédo de pastagens que
sofriam a sindrome da morte do capim-marandu (Brachiaria brizantha (Hochst.)
Stapf. cv. Marandu).

Em 2004, mais de 1.000 pequenos, meédios e grandes produtores possuiam
pastagens consorciadas de diferentes espécies de gramineas com amendoim
forrageiro com renda anual de US$ 4 milhdes (ANDRADE; VALENTIM, 2007,
SHELTON; FRANZEL; PETERS, 2005; VALENTIM; ANDRADE, 2005b). Em
2012, 137.000 ha estavam sendo cultivados, com beneficios a milhares de
produtores e um impacto econdmico anual de US$ 46 milhdes (EMBRAPA, 2008).
Devido a sua alta capacidade de persisténcia, pastagens de diferentes gramineas
em consércio com A. pintoi vém sendo mantidas por muitos anos no Estado, sem
perda da produtividade (PEREIRA, 2002; VALENTIM; ASSIS; SA, 2009).

Atualmente, a EMBRAPA Acre vem explorando o potencial forrageiro da
cultivar BRS Mandobi, desenvolvida na regido e adaptada as condi¢6es locais de
pluviosidade e altitude. Embora seu uso seja recente, resultados positivos vem
sendo observados, incluindo alto vigor, bom estabelecimento, boa tolerancia a
terrenos alagados, grande producdo de matéria seca e sementes, que Sao
vendidas a pregos baixos no mercado (ASSIS; SILVA; AZEVEDO, 2013). O
cultivo em consorcio da cultivar BRS Mandobi com capim-marandu (B. brizantha
(Hochst.) Stapf. cv. Marandu) e Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth. tem sido
realizado com sucesso, atingindo uma taxa de pastoreio de 2,5 animais por
hectare, sem irrigacdo ou adubacdo nitrogenada. Além disso, apresenta boa
persisténcia em sistemas de consorcio com Cynodon nlemfuensis Vanderyst,
Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf. e B. humidicola (Rendle.) Schweickerdt. com
intenso pastoreio (ASSIS; SILVA; AZEVEDO, 2013).
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3. PRODUCAO DE METABOLITOS ESPECIAIS EM PLANTAS

3.1. Metabdlitos especiais

A evolucdo das plantas esta associada ao surgimento das vias bioquimicas
dos metabdlitos especiais, que contribuiram com o aumento na capacidade de
sobrevivéncia e adaptacdo ao ambiente. Os metabdlitos especiais sdo as
substancias produzidas pelo metabolismo secundéario das plantas em resposta a
diversos estimulos, atuando na protecao contra patdgenos e estresses oxidativos,
inibicdo da herbivoria, atividade alelopatica, escassez de nutrientes, entre outros
(FUMAGALI et al., 2008). Estas substancias sao tdo importantes para os vegetais
que, frequentemente, a energia gasta para sua producdo é maior que a investida
no metabolismo primario, presente em todos os seres vivos (GERSHENZON,
1994; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). Uma grande diversidade destas
substancias € produzida pelas plantas, muitas delas podem ser exclusivas de
uma espécie ou género (KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). Algumas classes de
substancias, como terpenoides e flavonoides sdo amplamente encontrados nas
diferentes espécies de vegetais, enquanto outros como o0s alcaloides e os
glicosideos cianogénicos sao restritos a determinados taxons.

A sintese dos metabdlitos especiais, conhecidos também como produtos
naturais ou metabolitos secundarios, tem como base algumas poucas vias
biossintéticas e moléculas-chave do metabolismo priméario, sendo a grande
diversidade de moléculas observadas gerada por mecanismos em nivel molecular
e enzimatico (TISSIER; ZIEGLER; VOGT, 2014). Dessa forma, a combinacao
entre diferentes mecanismos produz, em uma mesma planta, em diferentes
orgdos ou tecidos, substancias especificas para adaptacdo a cada tipo de
estimulo. Atualmente, sdo conhecidas cerca de 200.000 substancias oriundas do
metabolismo secundario das plantas (TISSIER; ZIEGLER; VOGT, 2014). Muitas
delas sao importantes para a diferenciagcdo taxondmica dos grupos vegetais.

Os produtos naturais recebem este nome devido a sua origem,
diferenciando-os dos produtos sintéticos, e também as suas diferentes utilidades

para uso humano, podendo constituir aromatizantes, corantes e aditivos
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alimentares, pigmentos, pesticidas e medicamentos (HUSSAIN et al., 2012). Por
exemplo, ervas e temperos sao ricos em metabdlitos especiais, que estdo
incluidos na dieta humana. Estas substancias podem ser divididos em trés
grandes grupos, os alcaloides, os terpenoides e 0s compostos fendlicos
(HUSSAIN et al.,, 2012). Neste ultimo, destacam-se os flavonoides e &cidos
fendlicos, que sao considerados 0s grupos mais importantes de metabdlitos
secundérios e substancias bioativas em plantas (KIM; JEOND; LEE, 2003), por
apresentarem diversas atividades biologicas no organismo humano e animal,

podendo ser utilizados no combate a doencas.

3.2. Metabodlitos especiais em Arachis

Com o crescimento e as novas descobertas da pesquisa sobre produtos
naturais, muitas espécies vegetais tém ganhado destague como potenciais
produtoras de substancias bioativas. Outras espécies, ja utilizadas na medicina
popular em diferentes paises e culturas, tém sido também estudadas para
identificacdo das substancias responsaveis pelas suas atividades medicinais. O
estudo das diversas atividades biolégicas associadas a substancias produzidas
por plantas, incluindo a ampliacdo do conhecimento sobre sua via de producéo e
os estimulos que podem aumenta-la, assim como as vias pelas quais ocorrem 0s
efeitos biolégicos no organismo humano, tem sido fundamental para o
desenvolvimento de novos farmacos.

O género Arachis também vem sendo estudado com esse enfoque, ja
tendo sido encontradas substancias de diferentes grupos, incluindo acidos
fendlicos, fitoesterdis, triterpenos, flavonoides, estilbenos, alcaloides, acidos
graxos (LOPES et al.,, 2011) e policosandis (CHERIF et al.,, 2010). Diferentes
atividades biologicas ja foram observadas em extratos de espécies de Arachis,
incluindo atividades antioxidante, antiinflamatéria, antitumoral, antifingica,
antibacteriana, amebicida, anti-helmintica, hipoglicémica e hipolipidémica,
antiplaquetaria e inibicdo enzimatica em infecgcédo pelo virus HIV, além de efeito
sedativo e hipnaotico (Quadro 1). No caso de A. pintoi, ja foram observados o

efeito alelopético de extratos foliares contra a germinacdo de sementes de
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tomate, pimentdo (MONTELES et al., 2011), picdo-preto (Bidens pilosa L.) e
corda-de-viola (Ipomoea triloba L.) (CUNHA et al., 2010), além de atividade anti-

helmintica contra Haemonchus contortus (FERNEX et al., 2012).
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Quadro 1 — Atividades biolégicas ja descritas no género Arachis (continua)

Espécie Atividade Material vegetal Referéncia
Amebicida contra Extrato de cascas de El-Sayed et al., 2000
Acanthamoeba vagens
Antibacteriana Extrato de folhas Parekh; Chanda, 2008
Anuba}c,tengna e Proteina hipogina isolada Wang et al., 2007
antifangica de sementes
Proteina hipogina isolada Abdou, 1996
de sementes
Antifingica Proteinas de raizes Devi et al., 2005
Flavonoide isolado de Vaughn, 1995
cascas de vagens
Anti-hiertensiva Proteina araquina isolada Jimsheena; Gowda,
P de sementes 2011
Proantocianidinas isoladas Tatsuno et al., 2012
do tegumento de sementes
Anti-inflamatéria
Estilbenoides isolados de Chang et al., 2006;
sementes Djoko et al., 2007
Extrato metandlico de Hsu et al., 2002
brotos
Compostos fendlicos
isolados do exsudato de Lee et al., 2007
A. hypogaea amendoins germinados

Antioxidante

Fracéo solivel em 4gua de
extrato de tegumentos

Monagas et al., 2009

Fragdo soluvel em 4gua de
extrato de sementes

Duncan et al., 2006

Compostos fendlicos
extraidos de tegumentos

Sales; Resurreccion,
2010

Proantocianidinas da
fracdo soluvel em agua de
extrato de tegumentos

Lou et al., 2004

Estilbenoides de sementes

Chang et al., 2006

Extrato metandlico de
cascas de vagens

Yen; Duh, 1995

Diferentes extratos de
plantas e sementes

Green, 2004

Fracéo volatil de extrato de
amendoim paquistanés

Abbasi et al., 2009

Sementes in natura

Emekli-Alturfan et al.,
2008;
Nouran et al., 2010

Antiplaquetaria

Flavonoides isolados de
cascas de vagens

Tsai et al., 2003




Quadro 1 — Atividades bioldgicas ja descritas no género Arachis (concluséo)

33

A. hypogaea

canceres de coélon
préstata e mama

Antitumoral contra

, Fitoesterois de sementes

Awad et al., 20003;
2000b

Antitumoral contra
leucemia

Estilbenoides isolados de
extrato metandlico de
amendoins germinados

Huang et al., 2010

Hipocolesterolémica

Sementes in natura

Lokko et al., 2007;
Emekli-Alturfan et al.
2008;

Sales et al., 2008;
Nouran et al., 2010

Sementes, 6leo e farinha
de amendoim livre de
gordura

Stephens et al., 2010

Hipoglicémica e
hipolipidémica

Extrato aquoso de
sementes

Bilbis et al., 2002

Hipoglicémica

Sementes in natura

Emekli-Alturfan et al.,
2008;
Jenkins et al., 2008

Hipolipidémica

Extrato etandlico de
cascas de vagens

Moreno et al., 2006

Sementes in natura

Sales et al., 2008

Imunomodulatoria

Estilbenoides de sementes

Djoko et al., 2007

Fitoesterdois de sementes

Bouic, 2001

Inibicdo enzimatica
de proteases

Proteinas isoladas de
sementes

Norioka et al., 1982;
Norioka; Ikenata,
1983a; 1983b

Inibicdo enzimatica
em infeccéo pelo

Proteina hipogina isolada

de sementes Ye; Ng, 2001
virus HIV
Sedativa e hipnotica | Extrato aquoso de folhas Zuetal, 2010
Inibicdo da

fertilidade de pulgéo
preto (Aphis
craccivora)

Tanino condensado
procianidina isolado de
extratos de peciolos

Grayer et al., 1992

Inseticida contra
Callosobruchus

Saponinas isoladas de

Applebaum et al., 1969;

extratos de sementes Boughdad et al., 1987
Inibicdo do Derivados do &cido caféico
L desenvolvimento de e flavonoides isolados de
A. paraguariensis
larvas de

Spodoptera litura

extrato metandlico de
folhas

Stevenson et al., 1993

A. pintoi

Efeito alelopatico

Extrato aquoso de folhas

Cunha et al., 2010;
Monteles et al., 2011

Anti-helmintica
contra Haemonchus
contortus

Extrato de folhas

Fernex et al., 2012
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3.2.1. Fitoesterdis em Arachis

Uma grande diversidade de efeitos biolégicos observados em extratos de
Arachis podem ser atribuidos a presenca de esteroides. Estas substancias
pertencem a classe dos terpenoides e também estdo associadas ao metabolismo
primario dos vegetais, estando presentes em todas as plantas e atuando na
estabilidade da membrana fosfolipidica, como substancias homoélogas ao
colesterol em animais (MOREAU; WHITAKER; HICKS, 2002). Os fitoesterois
também podem atuar como hormdnios ou precursores hormonais em plantas
(MATHUR, 2012). A biossintese, a composi¢do e a concentracdo dos diferentes
tipos de fitoesterbis € regulada pelos niveis de horménios vegetais e pelas
condicbes ambientais (MATHUR, 2012; MOREAU; WHITAKER; HICKS, 2002;
PAVLIK et al., 2010). Este grupo de substancias € encontrado em altas
concentracbes em sementes oleaginosas, graos, legumes e Oleos vegetais
(ALISSA; FERNS, 2012), sendo os mais abundantes o sitosterol, o0 campesterol e
o estigmasterol (MOREAU; WHITAKER; HICKS, 2002).

Estudos com alimentos nutracéuticos demonstraram que a ingestdo de
sitosterol inibe a absorgcédo intestinal de colesterol (HICKS; MOREAU, 2001),
previne doencas cardiovasculares (GENSER et al., 2012) e reduz o risco de
canceres de pulmdo (MENDILAHARSU et al.,, 1998), mama (RONCO et al,
1999), estbmago (STEFANI et al., 2000a), esd6fago (STEFANI et al., 2000b),
prostata (WILT et al., 2000), célon e reto (NORMEN et al., 2001), endometrial
(MCCANN et al., 2000) e ovariano (MCCANN et al., 2003). Muitos estudos com
fitoester6is também tém demonstrado sua atuacdo biolégica como
antiaterosclerose (BERGER; JONES; ABUMWEIS, 2004), angiogénicos em casos
de danos isquémicos cerebrais (CHOI et al., 2002), antioxidantes (YOSHIDA;
NIKI, 2003), antifungicos (SMANIA et al., 2003), antiulcerogénicos (BERGER,;
JONES; ABUMWEIS, 2004), antitumorais contra canceres de colon, préstata e
mama (AWAD et al.,, 2000b, 2007; BASKAR et al., 2010), quimiopreventivos
(IMANAKA et al., 2008), imunomodulatérios (BOUIC, 2001) e anti-inflamatérios
(BACKHOUSE et al., 2008). Além disso, alguns fitoester6is podem atuar no
tratamento e na prevencao de diferentes doengas, como respostas proliferativas

de linfécitos, tuberculose pulmonar, virus de imunodeficiéncia felina e HIV,
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supressdo imune induzida por estresse e artrite reumatoide, além de sinusite e
rinite alérgicas (BERGER; JONES; ABUMWEIS, 2004).

O ¢6leo obtido de sementes de diferentes espécies de Arachis contem cerca
de 0,5 % dessas substancias (FORMO et al., 1979). A avaliagdo da composicao
de sementes de quatro variedades de A. hypogaea mostrou que o teor de
fitoesterdis varia de acordo com o genétipo, com teores entre 63,3 e 126,9
mg/100g de sementes secas (AWAD et al., 2000a), sendo mais abundante o -
sitosterol (Figura 3).

Grosso et al. (1997) avaliaram a presenca de fitoesteréis em sementes de
diferentes acessos de A. correntina (Burkart) Krapov. & W.C. Greg. (sin. A. villosa
Benth.), A. durannensis Krapov. & W.C. Greg. (sin. A. argentinensis Speg., A.
spegazzinii M. Greg. & W.C. Greg.), A. monticola Krapov. & Rigoni, A. batizocoi
Krapov. & W.C. Greg. e A. cardenasii Krapov. & W.C. Greg. coletados na
Argentina e na Bolivia, utilizando como solvente éter de petréleo e extracdo em
Soxhlet, tendo sido detectados campesterol, estigmasterol, A>-avenasterol, A’-
avenasterol, A’-estigmasterol e o mais predominante, B-sitosterol, que
correspondeu a 55,7 a 58,7 % do conteudo total de fitoesterodis. Posteriormente,
Grosso, Nepote e Guzman (2000) também estudaram a composicao de
fitoester6is em sementes de espécies de diferentes Seccdes, incluindo A.
sylvestris (A. Chev.) A. Chev. (Heterantae), A. chiquitana Krapov. & W. C. Greg.,
A. appressipila Krapov. & W. C. Greg., A. kretschmeri Krapov. & W. C. Greg. e A.
matiensis Krapov. & W. C. Greg. (Procumbentes), A. trinitensis Krapov. & W. C.
Greg., A. kempff-mercadoi Krapov., W. C. Gregory & C.E. Simpson, A. diogoi
Hoehne, A. benensis Krapov. & W. C. Greg., A. valida Krapov. & W. C. Greg., A.
helodes Mart. ex Krapov. & Rigoni, A. kuhlmannii Krapov. & W. C. Greg., A.
williamsii Krapov. & W. C. Greg., A. hoehnei Krapov. & W. C. Greg., A. villosa e A.
stenosperma Krapov. & W. C. Greg. (Arachis) e A. pintoi (Caulorrhizae), utilizando
a mesma metodologia para preparo dos extratos. Nesse trabalho, foi observada
uma variagao entre 55,7 e 60,2 % no conteudo de (-sitosterol em relacdo aos
fitoesterdis totais, semelhante ao que foi encontrado nas espécies estudadas

anteriormente.
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Figura 3 — Férmula estrutural do beta-sitosterol

3.2.2. Substancias fendlicas em Arachis

Os compostos fendlicos sdo substancias essenciais para o crescimento e a
reproducdo das plantas, sendo produzidos em resposta a fatores ambientais,
como luminosidade, temperatura e poluicdo, ou injurias, como ataque de
patégenos e herbivoria (GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). O grupo
possui substancias com estrutura molecular bastante diversa, sendo
caracterizado pela presenca de anéis aromaticos hidroxilados (MANDAL et al.,
2010).

Em espécies do género, os compostos fenolicos vém sendo bastante
estudados, especialmente as classes dos estilbenoides e flavonoides, que sdo os
mais encontrados (LOPES et al.,, 2011) e apresentam uma vasta gama de
atividades biologicas, como atividade antioxidante. Estilbenoides e flavonoides
sdo metabdlitos de via biossintética mista, cujo precursor direto é o p-cumaroil-
CoA e um intermediario da sintese de lipidios, malonil-CoA. A estrutura basica
destas moléculas é formada por dois anéis aromaticos ligados por uma ponte de
dois carbonos, no grupo dos estilbenoides, ou de trés carbonos, no grupo dos
flavonoides. A atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta associada a
presenca de grupamentos hidroxila, capazes de neutralizar as espécies reativas
de oxigénio (CHANG et al., 2010).

Estilbenoides, como o resveratrol e o piceatanol, tém sido amplamente

estudados por sua atividade na prevencdo e tratamento de doengas
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cardiovasculares, canceres, processos inflamatorios e doencas relacionadas a
idade (KING; BOMSER; MIN, 2006). O resveratrol apresenta as formas cis e trans
(Figura 4), sendo a segunda a mais encontrada e com maior atividade bioldgica
(KING; BOMSER; MIN, 2006). Foi inicialmente encontrado em uvas, mas €
também produzido por diversos grupos de plantas em resposta a estresses
bidticos e abibticos, como ataque de fungos e patdgenos, injurias mecanicas e
radiacdo UV, entre outros (TOKUSOGLU; UNAL; YEMIS, 2005). Uma das fontes
mais ricas de reveratrol é a erva Polygonum cuspidatum Siebold & Zucc., utilizada
na medicina tradicional na China e no Japao (KING; BOMSER; MIN, 2006).

A principal fonte de resveratrol na alimentagcdo humana s&o uvas,
amendoins e seus derivados (CASSIDY; HANLEY; RAVENTOS, 2000). Em A.
hypogaea, foi encontrado em raizes (MEDINA-BOLIVAR et al., 2007), folhas,
sementes, vagens (PARK et al.,, 2003) e em sistemas de cultura de tecidos e
células in vitro (KU et al., 2005). Lopes et al. (2013) também detectaram
resveratrol em folhas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo das espécies
A. batizocoi, A. cardenasii, A. cruziana Krapov., W. C. Greg. & C. E. Simpson, A.
duranensis, A. gregoryi C. E. Simpson, Krapov. & Valls, A. ipaénsis Krapov. & W.
C. Greg., A. kempff-mercadoi, A. kuhlmannii, A. magna Krapov., W. C. Greg. &
C.E. Simpson e A. simpsonii Krapov. & W. C. Greg.

Figura 4 — Férmulas estruturais dos isbmeros de resveratrol
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Legenda: forma cis (esquerda) e trans (direita).

Flavonoides também foram encontrados em espécies de Arachis, incluindo
A. pintoi. Diversas isoflavonas (biochanina A, daidzina, daidzeina, genistina e
genisteina e um flavonol, a quercetina), que atuam como sinalizadoras no

processo de fixacdo do nitrogénio e podem atuar como fitoalexinas na protecao
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contra estresses, foram detectadas em sementes e plantulas de diferentes
genodtipos de A. hypogaea (CHUKWUMAH et al.,, 2007; KIRAKOSYAN et al.,
2007; SALES; RESURRECCION, 2010). Proantocianidinas, oligdbmeros de
flavonoides conhecidos como taninos condensados, e mondmeros, incluindo
catequina, epicatequina, epigalocatequina, catequina galato e epigalocatequina
galato, foram encontradas em extratos do tegumento das sementes (OLDONI et
al., 2016; YU et al., 2006), enquanto que a presenca de flavonas foi descrita em
extratos de cascas da vagem (QIU et al., 2012). Marka et al. (2013) e Kim et al.
(2013) detectaram flavonoides em raizes e Sobolev, Sy e Gloer (2008)
encontraram flavonois conjugados derivados de quercetina, isorramnetina e
espermidina em flores de plantas de A. hypogaea cultivadas em casa de
vegetacdo. Utilizando elicitores bidticos, Subba Rao, Wadia e Strange (1996)
obtiveram daidzeina, isoflavanona, formononetina e medicarpina em folhas de A.
hypogaea em casa de vegetacdo. Lage (2009) detectou, além de taninos e outros
acidos fendlicos, os flavonoides vanilina e quercetina em partes aéreas de A.
pintoi cv. Belmonte e cv. Amarillo ndo adubadas.

Os estudos ja realizados sobre producédo de metabdlitos em Arachis ainda
focalizam majoritariamente A. hypogaea. A maior parte dos trabalhos é
relacionada ao estudo fitoquimico de plantas de campo, sementes e alguns
sistemas in vitro, havendo relativamente poucos estudos com esse objetivo nas

demais espécies do género.

4. PRODUCAO DE METABOLITOS IN VITRO

4.1. Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos tem sido utilizada como ferramenta para diversas
finalidades no campo da biotecnologia, incluindo a producdo massal de mudas
através de propagacdo vegetativa, producdo de sementes sintéticas e
transformacao genética. Sistemas in vitro sdo também utilizados para a producéo

de metabdlitos e como um método auxiliar na conservacdo de espécies
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ameacadas (CARVALHO; QUESENBERRY; GALLO, 2010; CARVALHO; VIDAL,
2003; GOMEZ-AGUIRRE et al., 2012; MULABAGAL; TSAY, 2004).

As técnicas da cultura de tecidos baseiam-se na totipoténcia celular e na
capacidade de desdiferenciacdo e rediferenciacdo dos tecidos vegetais por
diferentes vias, em resposta a estimulos quimicos ou fisicos. Dessa forma,
pequenos segmentos vegetais, chamados de explantes, incluindo meristemas,
folhas, raizes e segmentos caulinares, podem desenvolver estruturas
organizadas, como brotos (organogénese), raizes (rizogénese), embrides
(embriogénese somatica), ou a formacdo de massas desorganizadas de células,
denominadas calos (calogénese) (LANDA et al., 2000). A obtencdo de plantas
ocorre por organogénese e embriogénese somatica, de forma direta ou através da
formacdo de calos. Portanto, fragmentos de tecidos cultivados in vitro em
condicbes controladas, podem dar origem a diferentes sistemas de -cultura
(ANDRADE, 2002; GEORGE; HALL; KLERK, 2008).

A modulacdo da morfogénese, assim como da calogénese, em explantes
vegetais pode ser realizada através da variacdo nos parametros das culturas, que
sdo mantidas em condi¢cées controladas (ANDRADE, 2002), sob fotoperiodo e
temperatura especificos e em meio asséptico. O balanco de fitorreguladores
adicionados ao meio de cultura pode ser empregado para tal, regulando a
diferenciacdo e a multiplicacdo das células e induzindo determinadas vias de
regeneracao (NETO et al, 2004). Da mesma maneira, a composi¢cao do meio de
cultura pode variar, sendo adotados diferentes tipos e concentracdes de sais,
carboidrato utilizado como fonte de carbono e energia para a planta e de
vitaminas. O meio pode também ser solidificado ou liquido, mantido em condic&o
estatica ou sob agitacgéo.

Além disso, a selecdo dos explantes € um fator crucial, pois os estados
fisiologicos, bioquimicos e de desenvolvimento de suas células irdo influenciar a
resposta morfogénica, sendo determinantes o tipo de explante e o gendétipo da
planta doadora (ANDRADE, 2002). Essas condi¢des sao, em geral, padronizadas
e entdo adaptadas a cada espécie segundo suas necessidades particulares.
Entretanto, para isto, sdo necessarios estudos em cada espécie ou genotipo de
interesse, até a obtencdo de um protocolo adequado para o estabelecimento dos

sistemas de cultura de tecidos.
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4.2. Sistemas de producao de metabdlitos in vitro

Os metabdlitos especiais sdo sintetizados pelas plantas em pequenas
quantidades, podendo sua producéo ser estimulada por fatores como condi¢bes
de estresse. As diferentes abordagens de cultura de tecidos oferecem condi¢gbes
favoraveis para producdo in vitro de substancias bioativas, sendo, portanto,
solucdes viaveis para a producdo dessas moléculas, especialmente as de dificil
sintese quimica.

Culturas de células, iniciadas a partir de calos e cultivadas em meios
sélidos ou liquidos, estaticos ou sob agitacdo, constituem uma importante via,
amplamente utilizada, para producdo de metabdlitos de interesse (CHARLET et
al., 2000). Diversas espécies medicinais tém sido utilizadas para obtencédo de
metabdlitos de uso terapéutico através de sistemas de culturas de células, com
um aumento consideravel na producdo em relacdo ao obtido in vivo (TRIPATHI;
TRIPATHI, 2003; WILSON; ROBERTS, 2012).

Da mesma maneira, culturas de Orgaos, especialmente de raizes, vém
sendo exploradas para a producéo de substancias bioativas (GOMEZ-AGUIRRE
et al.,, 2012; SAIMAN et al., 2012; ZHANG et al., 2012). Culturas de raizes
adventicias sdo geralmente empregadas para a producdo de substancias
produzidas por este 6rgdo em condicBes naturais, contudo podem apresentar
também a producéo de novos tipos de moléculas por influéncia das condicdes de
cultura, sendo geralmente induzidas em resposta a auxinas. O emprego dessas
metodologias ndo somente torna-se importante para o suprimento da necessidade
de produtos terapéuticos, mas também constitui uma alternativa para evitar a
superexploracéo de espécies e a degradacao de ecossistemas.

Um importante exemplo de utilizagéo industrial da cultura de tecidos é a
producdo de paclitaxel, um diterpeno complexo. O paclitaxel foi obtido
inicialmente por Wani et al. (1971) a partir de cascas do caule de Taxus brevifolia
Nutt. e é atualmente comercializado com o nome de Taxol®, como um importante
recurso para o tratamento de diversos tipos de cancer. Entretanto, aproducao in
Vivo ocorre em baixas concentragdes, correspondendo cerca de 0,01 % de massa
seca de cascas das arvores. Além disso, as espécies do género Taxus Sao

arvores raras e de crescimento lento (TABATA, 2004), sendo estimado que, para
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o tratamento de cada paciente, quatro arvores de mais de 100 anos deveriam ser
cortadas para extracdo de 2 g do farmaco (RUAN, 2003). A exploracdo da
espécie para extracdo do paclitaxel e dos seus precursores causou danos graves
a varias populacées nativas na China e na India e a sintese quimica também é
um procedimento complexo e de custo elevado. Por outro lado, o paclitaxel &
obtido em larga escala a partir de culturas de células (FETT-NETO; ZHANG,;
DICOSMO, 1994) e raizes (FURMANOWA; SYKLOWSKA-BARANEK, 2000),
especialmente em resposta a elicitacdo com metil-jasmonato e acido jasménico
(ZHONG, 2002), sendo comercializado exclusivamente pela Bristol-Myers Squibb,

nos Estados Unidos.

4.3. Sistemas de producao de metabdlitos in vitro em Arachis

Diversos sistemas de cultura de tecidos ja foram desenvolvidos para o
género Arachis e alguns ja vém sendo explorados com o objetivo da producéo de
metabdlitos especiais (KU et al., 2005). Para A. hypogaea, ja foram estabelecidas
culturas de calos (GUPTA; SINGHAL, 1996; KU et al., 2005; VENKATACHALAM,;
PILLAI; JAYABALAN, 1996), células em suspensédo (SEAL et al., 2001) e raizes
induzidas por Agrobacterium rhizogenes (CONDORI et al., 2010; MEDINA-
BOLIVAR et al., 2007). Algumas abordagens tém sido adotadas para otimizacéo
desses sistemas, como o uso de biorreatores com co-cultivo de raizes de A.
hypogaea com Artemisia annua L. (SIVAKUMAR et al., 2010) e a elicitacéo.

O uso de elicitores bitticos e abioticos em diferentes tecidos de A.
hypogaea cultivados in vitro tem demonstrado ser um método eficiente para a
otimizagcdo da biossintese de fitoalexinas, como o resveratrol e o piceatanol. A
elicitagdo abidtica inclui o uso de agentes quimicos, como acido jasmodnico e
derivados, acido salicilico, peroxido de hidrogénio, paraquat, etefon e sacarose
(CHUNG et al.,, 2003; SUBBA RAO; WADIA; STRANGE, 1996; YANG et al.,
2010a), e agentes fisicos, como radiagdo UV-C (CHUNG et al., 2003; KU et al.,
2005; POTREBKO; RESURRECCION, 2009; SUBBA RAO; WADIA; STRANGE,
1996) e ultrassom (RUDOLF; RESURRECCION, 2005; POTREBKO;
RESURRECCION, 2009).
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Como elicitores bioticos, sdo utilizados patdogenos naturais da espécie,
como os fungos do género Aspergillus (SOBOLEV, 2013), causadores da
contaminagao de sementes com aflatoxinas. Embora os mecanismos de agéo do
patdogeno nao sejam totalmente claros, o fungo causa um aumento na sintese de
fitoalexinas, corroborando a hipotese de que esses compostos atuam na defesa
da planta (SUBBA RAO; STRANGE, 1995). Além de Aspergillus, Sobolev (2013)
também avaliou a elicitacdo de sementes utilizando leveduras (Saccharomyces
cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen e Candida lipolytica (Harrison) Diddens &
Lodder) e bactérias (Bacillus subtilis (COHN, 1872) e Rhizobium leguminosarum
(FRANK, 1889). Em culturas de calos, o uso de agentes bioticos, como
Botryodiplodia theobromae (Patouillard) Griffon & Maublanc e Ganoderma lucidum
(Curtis) P. Karst., tem demonstrado maior eficiéncia para aumentar a producéo de
resveratrol e piceatanol que agentes quimicos (YANG et al., 2010a).
Paralelamente, a quitina, substancia isolada da parede celular de fungos, tem sido
empregada com sucesso na producao de fitoalexinas em calos obtidos de
sementes de A. hypogaea (YANG et al., 2010b).

Ao contrario do que ocorre com A. hypogaea, a producdo de metabdlitos
especiais em sistemas in vitro tém sido relativamente pouco investigada nas
demais espécies do género. Arachis pintoi tem sido estudado principalmente com
enfoque na conservacdo e producdo de plantas, com estabelecimento de
organogénese (REY et al., 2000) e embriogénese (REY; MROGINSKI, 2006),
utilizando como fonte de explantes principalmente folhas de plantas de campo, e
conservacdo por criopreservacdo (REY et al., 2009). Embora tenham sido
detectados fitoesteréis com reconhecida atividade medicinal em sementes de
espécies de Arachis, incluindo A. pintoi, existe ainda a necessidade de realizacao
de estudos sobre a presenca de outras substancias bioativas nos diferentes

materiais in vivo e in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo estabelecer sistemas de cultura de calos e
raizes de A. pintoi e realizar um estudo fitoquimico comparativo entre extratos de
sementes, plantas de campo e materiais obtidos in vitro, seguido de analise da

atividade antioxidante dos extratos.

5.2. Objetivos especificos

« Avaliar a morfogénese a partir de diferentes tipos de explantes em
resposta a variados fitorreguladores e a presenca ou auséncia de luz;

» Estabelecer culturas de raizes em resposta as auxinas acido a-
naftalenoacético (ANA), &cido indolacético (AlA) e acido indolbutirico (AIB);

* Analisar o perfil fitoquimico e a possivel presenca de resveratrol em
sementes, plantas mantidas in vivo e in vitro e raizes induzidas em resposta a
diferentes auxinas;

* Analisar o potencial antioxidante dos extratos dos diferentes materiais

por meio do ensaio de captura do radical DPPH.



44

6. METODOLOGIA

6.1. Material vegetal

Frutos de A. pintoi (cv. Amarillo MG-100) foram adquiridos comercialmente.
Para obtencdo de plantas in vivo, sementes foram plantadas em jardineiras, com
substrato Plantmax®, em casa de vegetacdo. Culturas de plantas in vitro foram
estabelecidas a partir de eixos embrionarios. Para isso, as sementes foram
descontaminadas inicialmente por imersdo em alcool a 70 % por 2 minutos e, em
seguida, em solucédo de NaClO a 1,5 % contendo Tween 80 a 0,02 % (v/v) por 45
minutos, sob agitacdo. ApOs esse procedimento, as sementes foram lavadas trés
vezes com agua deionizada estéril, em capela de fluxo laminar. Os eixos
embrionarios foram excisados das sementes e inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem a adicdo de fitorreguladores (MS0). As
plantas obtidas in vitro eram subcultivadas através da excisdo de segmentos
caulinares contendo dois nds em intervalos de 90 dias para meio MS

suplementado com ANA a 2,7 uM.

6.2. Meios e condi¢cdes de cultura

Para o cultivo in vitro foi utilizado o meio MS suplementado com sacarose a
3 % e gelificado com agar a 0,7 %. Os reguladores de crescimento foram
utilizados em diferentes concentracdes e o pH final foi ajustado para 5,8, antes da
esterilizacdo em autoclave (15 minutos a 121 °C e 1 atm). As culturas foram
incubadas a 28 °C £ 2 °C, sendo mantidas na auséncia ou presenca de luz, com
fotoperiodo de 16:8 horas (luz:escuro) e intensidade luminosa média de 46 uM m.”

2 s fornecida por lampadas fluorescentes do tipo branca fria.
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6.3. Cultura de tecidos

6.3.1. Inducao de morfogénese a partir de explantes de sementes e de plantas in

vitro

Para avaliacdo da morfogénese a partir das sementes, cotilédones, eixos e
foliolos embrionérios foram inoculados em meio MS suplementado com diferentes
concentracdes dos fitorreguladores picloram (PIC) (4,14; 12,42; 20,7; 28,98 e 41,4
KUM); acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (4,52; 13,56; 22,6; 31,64 e 45,2 uM) ou
tidiazuron (TDZ) (4,54; 13,62; 22,7; 31,78 e 45,4 uM), além de combina¢cdes com
maior concentracdo de 6-benzilaminopurina (BAP) (8,8; 13,2 e 17,6 uM) com ANA
(0,54; 2,7 e 5,4 uM) e maiores concentragbes de ANA (10,8, 16,2 e 21,6 yM) com
BAP (0,44, 2,2 e 4,4 uM). As culturas foram mantidas na presenca ou auséncia de
luz. Os experimentos foram realizados com doze explantes de cotilédones e eixos
embrionarios por tratamento, sendo inoculados um numero de quatro explantes
por frasco. Os oito foliolos embrionarios de cada embrido foram inoculados em
cada frasco, tendo sido utilizados dez embrides por tratamento, perfazendo um
total de oitenta explantes. Os brotos obtidos foram excisados e transferidos para
meio MS suplementado com ANA a 2,7 yM para enraizamento, sendo sub-
cultivados pela excisdo de segmentos caulinares a cada 60 dias.

O potencial morfogénico de segmentos caulinares e foliares de plantas in
vitro desenvolvidas dois meses ap0s o subcultivo de segmentos caulinares foi
também avaliado com a utilizacdo dos meios suplementados com as diferentes
concentragbes de PIC, 2,4-D e TDZ, aléem de combinacdes de BAP e ANA
descritas acima. Para todos os explantes foi adotado um numero de doze por
tratamento, sendo quatro por frasco. Foram realizadas duas repeticbes para todos
0S experimentos.

Calos friaveis obtidos a partir de cotilédones e eixos embrionarios
cultivados na presenca de BAP a 4,4 pM e ANA a 10,8 uM e de foliolos
embrionarios cultivados em BAP a 17,6 uM e ANA a 5,4 uM foram transferidos
para meio fresco com as mesmas concentracdes de fitoreguladores. O acumulo

de biomassa de calos foi determinado pelos pesos de matéria fresca (PF) e seca
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(PS), ap6s 60 dias de cultura. A massa seca foi obtida apds secagem a 50°C até

peso constante.

6.3.2. Estabelecimento de cultura de raizes

Para a inducdo de raizes adventicias, cotilédones foram cultivados na
presenca ou auséncia de luz em meio MS suplementado com AIA (11,4; 17,1,
28,5; 57 e 85,5 uM), AIB (9,8; 14,7; 24,5; 49; 73,5 uM) ou ANA (10,8; 16,2; 27; 54,
81 puM), utilizado isoladamente ou em combinacdo com BAP a 0,44 pM. Foram
utilizados dezesseis explantes por tratamento, sendo quatro por frasco.

A capacidade de multiplicacdo das raizes adventicias obtidas a partir de
cotilédones cultivados na presencga de AIA a 57 uM, AIB 14,7 uM, ANA 54 uM e
da combinacdo de BAP a 0,44 uM e ANA a 27 uM foi avaliada utilizando-se cinco
diferentes sistemas: meio solidificado com agar a 0,7 % (frascos de 268 mL ou
placas de Petri), meio liquido em frasco de 268 mL mantido sob agitacdo a 110
rpm ou estatico em ponte de papel filtro, ou meio dupla-fase (10 mL de meio
liqguido sobre 20 mL de meio solidificado), contendo as mesmas concentracdes e
tipos de fitorreguladores. Os segmentos radiculares (3 cm) foram excisados das
extremidades das raizes produzidas pelos cotilédones e inoculados trés explantes
por frasco. No sistema de meio sélido em placa de Petri foram inoculados quatro
explantes por placa. Foram utilizados cinco frascos por tratamento para todos os
sistemas. Foram realizadas duas repeticdes de cada experimento.

Para determinacdo do acumulo de biomassa de segmentos radiculares e
raizes com 30 dias de cultura, foram determinados os pesos de matéria fresca
(PF) e seca (PS). A massa seca foi obtida ap0s secagem a 50°C até peso

constante.
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6.4. Avaliacéo fitoquimica

6.4.1. Preparo de extratos

Frutos de A. pintoi adquiridos comercialmente foram descascados
manualmente para retirada das sementes, que foram secas em estufa a 50°C por
48 horas, sendo em seguida trituradas em moinho. Para a retirada do Oleo, as
sementes foram submetidas a maceracdo dinamica a 75 rpm com n-hexano
(Vetec®) a 50 mL/g de material seco por 2 horas. Este material foi filtrado e
reextraido por maceracdo com etanol (Vetec®) a 80 % (v/v) a 50 mL/g de material
seco. Folhas, caules e raizes de plantas cultivadas in vivo e in vitro e raizes
adventicias induzidas in vitro foram submetidas a mesma metodologia de
extracdo em n-hexano e etanol a 80 %. Os extratos obtidos foram filtrados e
concentrados sob pressao reduzida (Evaporador Rotativo Marconi — M120) a 40

°C para retirada do solvente e armazenados a — 20 °C.

6.4.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de CCD foi utilizada para avaliacdo do perfil de substancias
presentes nos diferentes extratos, ressuspensos em metanol (Vetec) a 1 mg/mL.
Foram utilizadas placas de aluminio com silicagel com marcador de fluorescéncia
a 254 nm Alugram® Xtra Sil G/UV2s4 (Macherey-Nagel). As condicdes utilizadas de
fase movel, revelacdo e observacdo para deteccdo de diferentes grupos de
substancias estdo descritos no Quadro 2. As placas cromatograficas foram
fotografadas em luz visivel ou fluorescéncia a 254 nm ou 365 nm (UVtrans,
Modelo UV-15LC). A identificacdo de diferentes grupos de substancias baseou-se
na metodologia descrita por Wagner (1996). O fator de retencéo (Ry) foi calculado
pela razdo entre a distancia percorrida pela substancia e a distancia percorrida

pela fase movel.



Quadro 2 — Condig¢Oes utilizadas nas cromatografias em camada delgada
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Grupo de substéncias

Fase Mével

Revelacao

Observacéao

Acetato de etila, acido acético glacial, acido férmico, agua

Anisaldeido sulftrico e

Triterpenos (50:5,5:5,5:13) aquecimento a 100°C (6 min.) Visivel e 365 nm
Saponinas Cloroférmio, acido acético glacial, metanol, agua Anisaldeido sulfarico e Visivel e 365 nm
P (32:16:6:4) aquecimento a 100°C (5-10 min.)

. Tolueno, acetato de etila, dietilamina i
Alcaloides (35:10:5) Dragendorff Visivel

. Acetato de etila, &cido acético glacial, &cido formico, 4gua ~
Cumarinas (50:5,5:5.5:13) Sem revelacao ou NP/PEG 365 nm
Flavonoides Acetato de etila, acido acético glacial, &cido férmico, agua NP/PEG Visivel e 365 nm

(50:5,5:5,5:13)

Estilbenoides

Acetato de etila, cloroférmio, metanol, agua
(33:15:3:0,6)

NP/PEG ou Vanilina sulfarica e
aquecimento a 100°C (5-10 min.)

Visivel e 365 nm

Substancias fendlicas 1

Acetato de etila, metanol, 4cido acético glacial
(36:4:4)

Sem revelacao ou NP/PEG

Visivel e 365 nm

Substancias fendlicas 2

Acetato de etila, metanol, 4cido acético glacial
(32:8:4)

Sem revelacao ou NP/PEG

Visivel e 365 nm

Substancias fendlicas 3

Acetato de etila, &cido acético glacial, agua
(34:2:4)

Sem revelacdo ou NP/PEG

Visivel e 365 nm

Substancias fendlicas 4

Acetato de etila, 4cido acético glacial, &gua
(51:6:6)

Sem revelacao ou NP/PEG

Visivel e 365 nm

Substancias fendlicas 5

Acetato de etila, &cido acético glacial, &cido férmico, agua
(51:6:1:7)

Sem revelacao ou NP/PEG

Visivel e 365 nm
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Para as andlises por CCD, foram utilizados padrbes de vitexina,
isovitexina, orientina, isoorientina, rutina (flavonoides) e resveratrol

(estilbenoide), adquiridos da Sigma®.

6.4.3. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas em um cromatografo Dionex,
modelo Ultimate 3000, com um detector de rede de diodos e coluna ACCLAIM
C18 (Dionex Bonded Silica Products, 5 pum, 120 A, com dimens&o de 4,6 x
250 mm), disponibilizado pela pesquisadora Eliane C. Rego, no Laboratério
de Andlise Organica da Divisdo de Metrologia Quimica do Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro). O método utilizado baseou-
se no descrito por Wang e Pittman (2008). O material foi ressuspenso em
etanol a 80 % (v/v) (1 mg/mL) e filtrado (Nylon 0,45 um, hidrofilico, Advantec).
As amostras foram analisadas a 30 °C, com volume de inje¢édo de 20 pL e
fluxo de 1 mL/min. Foram utilizados como solventes agua MiliQ (A), metanol
(B) e acetonitrila (C), em um gradiente com condic¢des iniciais 90 % de A, 8 %
de B e 2 % de C; passando para 70 % de A, 8 % de B e 22 % de C, apés 10
minutos; e para 5 % de A e 95 % de C em 18 minutos; finalizando em 26
minutos com 90 % de A e 10 % de C. O sinal do trans-resveratrol foi
detectado a 307 nm, utilizando padrdo de trans-resveratrol (Sigma®) a 1

mg/mL em etanol a 80 % (v/v).

6.5. Avaliacdo da atividade antioxidante

6.5.1. Ensaio DPPH

A avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos foi realizada

utilizando-se o ensaio de DPPH (2,2difenil-1-picril hidrazil), no qual foi
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determinada a capacidade do extrato de sequestrar o radical livre DPPH
(Sigma-Aldrich®, Milwaukee, Wisconsin, EUA) reduzindo-o a hidrazina, com
base no método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Os extratos
foram ressuspensos em metanol em diferentes concentracbes (0,1 - 40
mg/mL). Amostras de 25 pL foram incubadas com 975 pL de solugéo
metandlica do radical DPPH (0,6 mM) por 1 hora no escuro, em triplicata. Em
seguida, a absorbancia foi medida a 515 nm em espectrofotobmetro UV-Vis
BioMate 3S (Thermo Scientific). A porcentagem de captura foi determinada

pela equacéo:

% DPPH sequestrado = (Ac — Aa) x 100
Ac

Onde: Ac = Absorbancia do controle negativo;

Aa = Absorbancia da amostra.

O valor de ECsq (concentracdo necessaria de extrato para reduzir em
50 % a concentracdo inicial do DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995) foi calculado a partir de curva analitica, obtida por regressao
linear. Como controle positivo, foi determinada a curva padrao da quercetina e

calculado o seu valor de ECsq (Figura 5).
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Figura 5 — Curva padrao de atividade antioxidante da quercetina avaliada
pelo método de captura do radical DPPH
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6.5.2. Ensaio CCD-DPPH

Para andlise do perfil antioxidante dos extratos associado a técnica de
cromatografia de camada delgada, as cromatoplacas foram borrifadas com
solucdo de DPPH a 2 % e incubadas no escuro por 1 hora (MASOKO;
ELOFF, 2007).

6.6. Andlise Estatistica

A avaliacdo estatistica dos dados experimentais foi realizada através
da andlise de variancia (ANOVA) e do teste de comparacéo de Tukey-Kramer,
com o auxilio do programa Graphpad InStat. Foram considerados
significativos os valores de p < 0,05, tendo sido adotado um intervalo de

confianca de 95 %.
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7. RESULTADOS

7.1. Cultura de Tecidos

7.1.1. Morfogénese a partir de explantes de sementes

Explantes de sementes apresentaram uma grande variedade de
respostas, tendo sido obtidas calogénese, organogénese e rizogénese em
funcdo do tipo de explante, do tipo e da concentracdo dos reguladores de

crescimento e da condi¢cédo de luminosidade.

7.1.1.1. Calogénese

Cotilédones, eixos e foliolos embrionarios produziram diferentes tipos
de calos (Figura 6 — A a F). Na presenca de 2,4-D, cotilédones e eixos
embrionérios apresentaram baixa frequéncia de calogénese, originando calos
compactos ou mistos (Figura 6 - A), contendo uma base compacta e uma
massa friavel na superficie. Na presenca de luz, foram observados
principalmente calos compactos, enquanto que no escuro so foram obtidos
calos mistos (Tabela 1).

Explantes cultivados em meio suplementado com PIC desenvolveram
calos mucilaginosos (Figura 6 - B e C). A maior taxa de calogénese (90 %) foi
observada em cotilédones cultivados em meio suplementado com PIC a 12,42
UM e incubados na auséncia de luz, condi¢do na qual os calos apresentaram
coloracdo mais clara. Concentracdes mais baixas de PIC favoreceram a
formacao de calos em cotilédones, enquanto que eixos e foliolos embrionarios
apresentaram maiores taxas de calogénese (70 %) em resposta as

concentragcOes mais altas testadas (Tabela 1).
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Explantes cultivados em meios contendo TDZ desenvolveram calos
mistos e compactos organogénicos (Figura 6 - F). Na presenca de luz, os
explantes apresentaram alta taxa de oxidacdo, tendo sido observadas
maiores frequéncias de calogénese no material mantido no escuro. Eixos
embrionérios e cotilédones apresentaram maior frequéncia de calogénese (80
%) em resposta a maior concentracdo testada (45,4 uM) (Tabela 1).

Combinacdes de BAP e ANA promoveram o desenvolvimento de calos
friaveis ou mistos nos diferentes explantes de sementes utilizados (Figura 6 -
D e E, Tabela 2). Eixos embrionarios desenvolveram calos mistos
organogénicos em resposta a quase todas as combinacdes testadas, exceto
em baixas concentracbes de BAP, quando cultivados no escuro, onde
desenvolveram calos friaveis. As frequéncias de calogénese variaram entre
20 % e 90 % a partir de eixos cultivados na presenca de luz, e entre 42,8 % e
100 % quando as culturas eram mantidas na auséncia de luz. As maiores
frequéncias de calogénese (90 % e 100 %) foram observadas nos explantes
cultivados em meios suplementados com BAP a 2,2 uM e ANA a 21,6 uM ou
BAP a 8,8 uM e ANA a 5,7 uM, respectivamente.
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Figura 6 — Calogénese a partir de explantes de sementes de Arachis pintoi
apos 60 dias de cultura

C

Legenda: (A) Calo misto obtido de cotilédone cultivado em meio contendo 2,4-D a 22,6 uM, na
presenca de luz; (B) Calo com aparéncia mucilaginosa obtido de eixo embrionario em
resposta a PIC a 4,14 uM, na presenca de luz; (C) Calo mucilaginoso obtido de
cotilédones em resposta a PIC a 12,42 pM, na auséncia de luz; (D) Calo fridvel obtido
de foliolos embrionarios em meios contendo BAP a 17,6 uM e ANA a 2,7 uM, na
auséncia de luz; (E) Calo misto organogénico obtido de eixo embrionario em resposta
a BAP a 13,2 uM e ANA a 2,7 pM na presenca de luz; (F) Calo compacto
organogénico obtido de eixo embrionario cultivado em resposta a TDZ a 4,54 uM, na
presenca de luz. Barra = 1cm.



Tabela 1 — Calogénese a partir de explantes de sementes de Arachis pintoi cultivados em meio MS suplementado com diferentes
concentracoes de PIC, 2,4-D ou TDZ por 60 dias, ha presenc¢a ou auséncia de luz

COTILEDONE FOLioLO EIXO
Fitorreguladores CLARO ESCURO CLARO ESCURO CLARO ESCURO
Lm) Calos Tipo do Calos Tipo do Calos (%) Tipo do Calos (%) Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do
(%) calo (%) calo calo calo (%) calo (%) calo
4,14 45 MUCIL. 70 MUCIL. 0 - 5 MUCIL. 35 MUCIL. 30 MUCIL.
12,42 35 MUCIL. 90 MUCIL. 10 MUCIL. 10 MUCIL. 15 MUCIL. 20 MUCIL.
PIC 20,7 45 MUCIL. 50 MUCIL. 0 - 20 MUCIL. 10 MUCIL. 50 MUCIL.
28,98 50 MUCIL. 60 MUCIL. 0 - 55 MUCIL. 10 MUCIL. 70 MUCIL.
414 40 MUCIL. 40 MUCIL. 0 - 70 MUCIL. 5 MUCIL. 60 MUCIL.
4,52 0 - 15 MISTO 0 - 0 - 0 - 0 -
13,56 25 COMP. 40 MISTO 0 - 0 - 15 COMP. 20 MISTO
2,4-D 22,6 25 COMP. 20 MISTO 0 - 0 - 10 MISTO 10 MISTO
31,64 5 COMP. 25 MISTO 0 - 0 - 20 MISTO 10 MISTO
45,2 0 - 10 MISTO 0 - 0 - 0 - 10 MISTO
4,54 0 - 0 - 10 MISTO 20 MISTO 30 MISTO 10 MISTO
13,62 0 - 0 - 0 - 0 - 10 MISTO 20 MISTO
TDZ 22,7 10 MISTO 70 MISTO 0 - 10 MISTO 50 COMP. 60 MISTO
31,78 50 COMP. 60 MISTO 0 - 20 MISTO 70 COMP. 50 MISTO

45,4 50 COMP. 80 MISTO 0 - 30 MISTO 40 COMP. 80 MISTO
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Tabela 2 — Calogénese a partir de explantes de sementes de Arachis pintoi cultivados em meio MS suplementado com diferentes
combinacdes de BAP e ANA por 60 dias, na presenca ou auséncia de luz

Fitorreguladores COTILEDONE FOLIOLO EIXO
(UM) CLARO ESCURO CLARO ESCURO CLARO ESCURO
BAP ANA Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do
(%) calo (%) calo (%) calo (%) calo (%) calo (%) calo
0,44 10,8 50 MISTO 0 - 10 MISTO 66,6 FRIAVEL 20 MISTO 50 FRIAVEL
0,44 16,2 50 MISTO 40 FRIAVEL 100 MISTO 100 FRIAVEL 60 MISTO 70 FRIAVEL
0,44 21,6 50 MISTO 50 FRIAVEL 100 MISTO 333 FRIAVEL 50 MISTO 80 FRIAVEL
2,2 10,8 57,14 FRIAVEL 60 MISTO 66,6 FRIAVEL 66,6 FRIAVEL 50 MISTO 70 FRIAVEL
2,2 16,2 20 MISTO 50 FRIAVEL 333 MISTO 333 FRIAVEL 40 MISTO 60 FRIAVEL
2,2 21,6 40 MISTO 30 FRIAVEL 33,3 MISTO 100 FRIAVEL 90 MISTO 90 FRIAVEL
4,4 10,8 30 MISTO 30 MISTO 50 FRIAVEL 33,3 FRIAVEL 70 MISTO 70 MISTO
4,4 16,2 50 MISTO 50 MISTO 100 FRIAVEL 66,6 FRIAVEL 70 MISTO 60 MISTO
4,4 21,6 50 MISTO 60 MISTO 66,6 FRIAVEL 333 FRIAVEL 50 MISTO 80 MISTO
8,8 0,54 375 MISTO 80 MISTO 333 FRIAVEL 333 FRIAVEL 80 MISTO 42,8 MISTO
13,2 0,54 50 MISTO 28,6 MISTO 333 FRIAVEL 50 FRIAVEL 714 MISTO 70 MISTO
17,6 0,54 62,5 MISTO 100 MISTO 333 FRIAVEL 100 FRIAVEL 428 MISTO 50 MISTO
8,8 2,7 50 MISTO 60 MISTO 66,6 FRIAVEL 333 MISTO 714 MISTO 714 MISTO
13,2 2,7 40 MISTO 80 MISTO 100 FRIAVEL 66,6 FRIAVEL 70 MISTO 70 MISTO
17,6 2,7 80 MISTO 100 MISTO 66,6 FRIAVEL 100 FRIAVEL 50 MISTO 60 MISTO
838 5,4 60 FRIAVEL 60 MISTO 66,6 FRIAVEL 100 FRIAVEL 333 MISTO 100 MISTO
13,2 5,4 60 MISTO 100 MISTO 333 FRIAVEL 100 FRIAVEL 70 MISTO 57 MISTO
17,6 5,4 80 MISTO 100 MISTO 66,6 FRIAVEL 100 FRIAVEL 714 MISTO 57 MISTO
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Cotilédones apresentaram calos com maiores niveis de oxidacao que 0s
outros explantes, quando cultivados na presenca de luz. Calos mistos e friaveis
foram observados na superficie dos explantes ou nas extremidades dos
cotiiédones onde se localizavam os embribes. Combinacbes com
concentracbes mais elevadas de BAP proporcionaram maiores frequéncias de
calogénese. Meios contendo BAP a 17,6 pM combinado com diferentes
concentracfes de ANA promoveram o desenvolvimento de calos mistos com
uma frequéncia de 100 % em explantes cultivados na auséncia de luz (Tabela
2).

Foliolos embrionarios desenvolveram apenas calos ndo morfogénicos,
principalmente friaveis, mais desenvolvidos quando cultivados na auséncia de
luz em resposta a combinacdes com maior proporcdo de BAP em relacdo a
ANA. A combinacéo de BAP a 17,6 UM e ANA a 2,7 uM propiciou o surgimento
de calos fridveis bem desenvolvidos em 100 % dos explantes (Tabela 2).
Enquanto calos produzidos a partir de foliolos embrionarios apresentaram
maior friabilidade em resposta as maiores concentracfes de BAP testadas, os
calos produzidos a partir de eixos embrionarios e cotilédones tiveram maior
grau de friabilidade quando cultivados em combina¢cfes com menor proporgao
de BAP. Nessas condi¢des, foram observados calos mistos com grande massa
friAvel na superficie. Essas massas friaveis serdo utilizadas para
estabelecimento de culturas de células em suspenséo.

A determinacdo da biomassa dos calos fridveis ou das regides friaveis
dos calos mistos foi realizada apds 60 dias de cultivo a partir da massa fresca e
seca desenvolvida em meios contendo combinacBes de BAP e ANA, em
resposta a BAP a 17,6 uM, para explantes de foliolos embrionéarios, e BAP a
4,4 pM, para explantes de eixos embrionarios e cotilédones, escolhidos com
base na consisténcia friavel e na frequéncia de calogénese observada. A
biomassa dos calos obtidos a partir de cotilédones em resposta a combinac¢des
contendo ANA a 10,8 uM e a 16,2 uM nao diferiu estatisticamente. Entretanto,
os valores encontrados foram maiores que nos calos cultivados em ANA a 21,6
MM, indicando que as menores concentracdes de ANA avaliadas favoreceram o

acumulo de biomassa (Figura 7).
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Figura 7 — Acumulo de biomassa de calos obtidos a partir de cotilédones
de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com
diferentes combinacdes de BAP e ANA, apos 60 dias de cultura
na auséncia de luz
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Legenda: PF — peso fresco, PS — peso seco. Médias com letras iguais em colunas da
mesma cor ndo apresentam diferenca significativa a p < 0,05.

Calos derivados de eixos embrionarios apresentaram valores de
biomassa semelhantes aos observados naqueles obtidos a partir de
cotilédones. O maior acumulo de biomassa foi observado em calos
desenvolvidos em meios contendo BAP a 4,4 uM e ANA a 10,8 uM (Figura 8).
Calos obtidos a partir de foliolos embrionarios apresentaram grande aumento
na biomassa quando cultivados em meios contendo BAP a 17,6 uM e ANA a

5,4 UM, em comparagado com as concentracées mais baixas de ANA (Figura 9).



Figura 8 — Acumulo de biomassa de calos obtidos a partir de eixos
embrionarios de A. pintoi inoculados em meio MS
suplementado com diferentes combinacdes de BAP e ANA,
apos 60 dias de cultura na auséncia de luz
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Legenda: PF — peso fresco, PS — peso seco. Médias com letras iguais em colunas da
mesma cor ndo apresentam diferenca significativa a p < 0,05.

Figura 9 — Acumulo de biomassa de calos a partir de foliolos embrionérios
de A. pintoi inoculados em meio MS suplementado com
diferentes combinacdes de BAP e ANA, apds 60 dias de cultura
na auséncia de luz
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Legenda: PF — peso fresco, PS — peso seco. Médias com letras iguais em colunas da
mesma cor ndo apresentam diferenca significativa a p < 0,05.
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7.1.1.2. Formacéo de brotos

Brotos foram produzidos a partir de calos mistos e compactos derivados
de cotilédones e eixos embrionarios em resposta a diferentes fitorreguladores.
Em alguns casos, eixos embrionarios produziram um (nico broto,
provavelmente pelo desenvolvimento do meristema apical caulinar do embriéo,
como no material cultivado na presenca de 2,4-D (Tabela 3). A formacéo de
calos organogénicos em resposta a TDZ ocorreu em baixas frequéncias de
regeneracao e com altos niveis de oxidagdo (Tabela 3). Devido a esse fato,
nao foi possivel realizar a analise estatistica do nimero de brotos obtido por
explante para os resultados obtidos com 2,4-D e TDZ.

As frequéncias de organogénese variaram entre 0 e 100 % em resposta
as combinacdes de BAP e ANA testadas. Cotilédones mantidos no escuro
apresentaram a maior frequéncia de regeneracéao (100 %) em resposta a BAP
a 17,6 uM combinado com ANA a 0,54 ou 2,7 uM (Tabela 4). Entretanto, a
auséncia de luz influenciou o desenvolvimendo dos brotos, que se tornaram
estiolados, com o eixo alongado e poucos nés. Ao contrario, na presenca de
luz foram obtidos brotos saudaveis, que apresentaram desenvolvimento normal
apos a transferéncia para meio suplementado com ANA a 2,7 pM para
enraizamento. A melhor condic&o para producao de brotos, na presenca de luz,
foi a partir de eixos embrionérios cultivados em meios contendo BAP a 13,2 uM
e ANA a 2,7 uM, resultando em uma frequéncia de regeneracdo de 57,1 %,

com uma média de 6 brotos por explante (Tabela 4).
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Tabela 3 — Regeneracdo de plantas a partir de explantes de sementes de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com
diferentes concentracgdes de 2,4-D e TDZ por 60 dias, na presenca ou auséncia de luz

COTILEDONE EIXO
Fitorreguladores (LM) CLARO ESCURO CLARO ESCURO
Regen. N°de brotos/ Regen. N°debrotos/ Regen. N°debrotos/ Regen. N°de brotos/
(%) explante (%) explante (%) explante (%) explante
4,52 10 1+0,0 0 0 15 1+0,0 20 2+16
13,56 0 0 20 1+0,0 5 1+0,0 0 0
2,4-D 22,6 0 0 10 1+0,0 0 0 0 0
31,64 0 0 10 1+0,0 10 2+x10 10 1+0,0
45,2 0 0 0 0 0 0 10 1+0,0
4,54 0 0 0 0 20 31,0 10 7+0,0
13,62 0 0 0 0 0 0 0 0
TDZ 22,7 10 2+0,0 0 0 30 3,3+0,5 30 2,3+1,0
31,78 0 0 30 16+1,0 0 0 10 4+0,0

454 30 2+0,9 20 1+0,0 10 2+0,0 50 2,16+14




Tabela 4 — Regeneracdo de plantas a partir de explantes de sementes de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com
diferentes combinagdes de BAP e ANA por 60 dias, na presenca ou auséncia de luz

Fitorreguladores (UM) COTILEDONE EXO
CLARO ESCURO CLARO ESCURO

AP AN Reg.0n VSO peg g NSO peg g MmO peg g Moeproi
0,44 10,8 0 0 40 2,75+0,3" 30 1+0,0° 50 2,4+02°
0,44 16,2 10 2+0,0° 10 2+0,0° 50 1+0,0° 30 1+0,0°
0,44 21,6 10 2+0,0° 10 1+0,0° 33,3 1,5 +0,2° 30 1,33+0,2°
2,2 10,8 0 0 50 1,2+0,.2° 40 2+0,6° 50 1,6 +0,4°
2,2 16,2 0 0 10 1+0,0° 0 0 10 1+0,0°
2,2 21,6 0 0 0 0 30 1,33+0,2° 50 1+0,0°
4.4 10,8 20 4+0,0™ 10 3+0,0° 50 2,6 £0,6° 0 0
4,4 16,2 10 1+0,0° 20 6,5+ 0,6% 30 3,3+0.2% 20 2+0,4°
4,4 21,6 30 4,3+0,2% 10 1+0,0° 10 3+0,0%® 50 2,4+0,5°
8,8 0,54 37,5 4+0,7% 60 43+0,9% 40 2,75+0,7° 42,8 7,6 +0,2
13,2 0,54 16,6 1+0,0° 14,3 4+0,0® 28,5 5+ 0,9% 40 45+1,3°
17,6 0,54 12,5 7+0,0° 100 32+1,0% 28,5 5,5 +0,2% 20 4+0,0"
8,8 2,7 20 8,5+ 0,6 30 1,33+0,2° 28,5 3+0,9% 42,8 7+2,0%
13,2 2,7 20 6 +0,4% 50 4,4 +1,0° 57,1 6+1,1° 30 33,3+£0,4°
17,6 2,7 50 2,66 +0,4° 100 5,5+ 0,8 30 2,66 +0,5 40 3+0,0°
8,8 5,4 0 0 40 4+11% 0 0 70 1,71+0,3°
13,2 5,4 30 36+1,3" 60 1,5+0,3" 40 1,75+ 0,5° 48,2 3+0,3°
17,6 5,4 20 3+04° 75 1,66 +0,2° 42,8 2+0,6" 28,6 1,5+0,2°

Legenda:Valores com letras iguais na mesma coluna néo diferiram estatisticamente.
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7.1.1.3. Cultura de raizes

Inducéo

O desenvolvimento de raizes adventicias ocorreu por organogénese direta
a partir de cotilédones, eixos e foliolos embrionarios, dependendo do regulador de
crescimento utilizado e das condicdes de cultura. Em resposta a 2,4-D,
cotilédones e eixos embrionarios desenvolveram raizes curtas (0,5 a 1 cm), com
surgimento de calos na base (Figura 10 - A). As frequéncias de rizogénese
variaram significativamente, com taxas entre 10 e 90 %, sendo a maior frequéncia
observada a partir de cotilédones cultivados em meio contendo 2,4-D a 22,6 puM,
na auséncia de luz (Tabela 5). Foliolos embrionarios apresentaram rizogénese em
resposta apenas as combinacdes de BAP e ANA e na auséncia de luz, em geral
apenas uma raiz por explante, com tamanho de aproximadamente 0,5 cm, na

regido de excisao dos foliolos.

Tabela 5 — Rizogénese a partir de explantes de sementes de A. pintoi cultivados
em meio MS suplementado com diferentes concentracdes de 2,4-D por 60 dias,
na presenca ou auséncia de luz

Rizogénese (%)

Fitorreguladores Cotilédone Eixo Foliolo
(HM)
CLARO ESCURO CLARO ESCURO CLARO ESCURO
4,52 0 0 50 10 0 0
13,56 0 50 0 10 0 0
2,4-D 22,6 20 90 10 10 0 0
31,64 0 10 20 0 0 0
45,2 0 0 0 0 0 0
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Em resposta a combinagcbes de BAP e ANA, cotilédones e eixos
embrionérios apresentaram producéo de raizes longas e ramificadas (Figura 10 —
B, C e D). Os explantes cultivados na presenca de luz apresentaram maior
oxidacdo e menores frequéncias de regeneracdo que os cultivados no escuro. As
maiores frequéncias de rizogénese foram observadas a partir de cotilédones, com
a formacdo de um grande numero de raizes por explante. A melhor condigéo para
o desenvolvimento de raizes, resultando em uma frequéncia de 80 %, ocorreu a
partir de cotilédones mantidos em meio contendo a menor concentracdo de BAP
testada (0,44 pM), em combinacdo com uma alta concentracdo de ANA (21,6
HMM), na auséncia de luz (Tabela 6).

Figura 10 — Rizogénese em Arachis pintoi a partir de explantes de cotilédone
cultivados na auséncia de luz

Legenda: meios contendo (A) 2,4-D a 22,6 uM; (B) BAP a 0,44 uM e ANA a 10,8 uM; (C)
BAP a 0,44 uM e ANA a 16,2 uM; (D) BAP a 0,44 uM e ANA a 21,6 uM. Barra=1
cm.
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Tabela 6 — Rizogénese a partir de explantes de sementes de A. pintoi cultivados
em meio MS suplementado com diferentes combinacgbes de BAP e
ANA por 60 dias, na presenca ou auséncia de luz

Rizogénese (%)

Fitorreguladores

Cotilédone Foliolo Eixo
(M)
CLARO ESCURO CLARO ESCURO CLARO ESCURO

BAP ANA

0,44 10,8 0 50 0 40 40
0,44 16,2 40 60 0 0 50 60
0,44 21,6 0 80 0 25 333 50
2,2 10,8 0 40 0 0 40 60
2,2 16,2 0 30 0 33,3 0 20
2,2 21,6 30 70 0 100 60 70
4,4 10,8 0 10 0

4.4 16,2 0 10 0

44 21,6 0 10 0 40

Com base nos resultados descritos acima, a cultura de raizes foi
continuada apenas com explantes de cotilédones cultivados em meios
suplementados com diferentes tipos e concentragdes de auxinas e incubados na
auséncia de luz. Em resposta a AlA, os explantes produziram raizes curtas e nao
ramificadas (cerca de 1 cm de comprimento), sendo a maior frequéncia (63,5 %)
obtida em resposta a concentracdo de 17,1 uM. Contudo, o maior acumulo de
biomassa, 0,092 g de peso seco, foi obtido em resposta a concentracdo de 57
UM, com uma frequéncia de 55 % (Figura 11 - A, Tabela 7).

Explantes cultivados na presenca de AIB apresentaram baixas taxas de
rizogénese (10 - 30 %). Contudo, foi observado o desenvolvimento de raizes
longas e bastante ramificadas, com um elevado acumulo de biomassa, que
atingiu 0,1639 g de peso seco, a uma frequéncia de 30 %, em resposta a meio
suplementado com AIB a 14,7 uM (Figura 11 - B, Tabela 7).

Em meios contendo ANA, isolado ou em combinacdo com BAP, foi
observado um grande nimero de raizes longas e ramificadas (Figura 11 - C e D).
As taxas de rizogénse variaram entre 10 e 60 %. Os maiores acumulos de
biomassa foram obtidos em resposta a combinacdo de ANA a 27 uM e BAP a
0,44 uM (0,1508 g de peso seco) e ANA a 54 uM (0,1292 g de peso seco)
(Tabelas 7 e 8).
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Figura 11 — Rizogénese em Arachis pintoi a partir de cotilédones cultivados na
auséncia de luz, em meio suplementado com diferentes reguladores
de crescimento

Legenda: Meios contendo (A) AlA a 57 uM; (B) AIB a 14,7 uM; (C) ANA a 16,2 uM; (D) BAP a 0,44
MM e ANA a 27 pM. Barra =1 cm.




Tabela 7 — Rizogénese a partir de cotilédones de A. pintoi cultivados em
meio MS suplementado com diferentes tipos e concentragbes
de auxinas por 60 dias, na auséncia de luz

Fitorregulador

Rizogénese (%)

Peso Fresco (g)

Peso Seco (g)

(LM)

11,4 55 0,19 +0,1° 0,03 £ 0,02°

17,1 63,5 0,4 + 0,25 0,05 + 0,03*

AlA 28,5 55 0,43 + 0,24 0,05 + 0,03
57 55 0,96 + 0,67%° 0,09 + 0,06™°

85,5 45 0,35+ 0,13° 0,05 + 0,03*

9,8 25 0,84 + 0,817 0,11 + 0,1%°

14,7 30 1,64 + 1,56° 0,16 + 0,14%
AIB 24,5 25 1,45+ 0,73% 0,13 +0,07%°
49 30 1,61 + 0,96° 0,14 + 0,08%®
73,5 10 0,7 £ 0,58%°¢ 0,07 + 0,05

10,8 10 0,84 +0,37%° 0,1 +0,04%°

16,2 13,3 0,87 +0,68%° 0,1 +0,08%°

ANA 27 26,7 0,84 +0,68%° 0,09 +0,06%*
54 42,8 1,19 +0,97%° 0,13 +0,11%°

81 33,3 0,93 +0,53*° 0,09 +0,04%°

Legenda:Valores com letras iguais na mesma coluna néo diferiram estatisticamente.

Tabela 8 — Rizogénese a partir de cotilédones de A. pintoi cultivados em
meio MS suplementado com diferentes combina¢gdes de BAP
e ANA por 60 dias, na auséncia de luz

Fitorregulador(uM)

Rizogénese (%) Peso Fresco (g) Peso Seco (g)

BAP ANA
10,8 50 0,19 £0,03° 0,03 +0,05"

16,2 60 0,17 +0,06° 0,02 +0,09"

0,44 27 53,3 1,43 #1,09° 0,15 +0,10°
54 40,9 1,1 1,06 0,12 +0,11%

81 40 0,88 +0,72® 0,1+0,07®

Legenda:Valores com letras iguais na mesma coluna néo diferiram estatisticamente.
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Multiplicagao

Segmentos de raizes adventicias induzidas a partir de cotilédones foram
submetidos a cinco diferentes sistemas: meio solidificado com agar a 0,7 %
(frascos de 268 mL ou placas de Petri), meio liquido em frasco de 268 mL
mantido sob agitacdo a 110 rpm ou estatico em ponte de papel filtro, ou meio
dupla-fase (10 mL de meio liquido sobre 20 mL de meio solidificado). O material
cultivado em meios contendo AIA a 57 uM ndo apresentou proliferacéo de raizes
em nenhum dos sistemas avaliados, apresentando apenas a formacao de calos
com oxidacdo dos explantes (Figura 12 - A). Por outro lado, os segmentos
cultivados em AIB a 14,7 UM originaram raizes alongadas, sem ramificacdes, a
uma frequéncia de 33 %, quando cultivados submersos em meio liquido (Figura
12 - B e C), ou com desenvolvimento de ramificacdes a uma frequéncia de 33 %,
guando em ponte de papel em meio liquido (Figura 12 - D, E e F).

Os segmentos cultivados em meio suplementado com a combinacédo de
BAP a 0,44 uM e ANA a 27 pM desenvolveram calos com sinais de oxidagdo em
quase todos os sistemas avaliados, exceto em meio liquido em ponte de papel,
onde foi observado o inicio do desenvolvimento de raizes secundarias,
paralelamente ao escurecimento do meio de cultura, devido a oxidacdo dos
explantes (Figura 13 - A).

Uma intensa oxidacdo também foi observada em meio liquido
suplementado com ANA a 54 uM (Figura 13 - B). Com este tipo de fitorregulador,
0s explantes cultivados apresentaram apenas o alongamento das raizes quando
cultivados em meio sélido em frascos de vidro, a uma frequéncia de 80 % (Figura
13 - C), ou em placas de Petri, a uma frequéncia de 75 % (Figura 13 - D). Por
outro lado, quando inoculados em meio liquido sobre pontes de papel filtro, os
mesmos explantes desenvolveram raizes grossas e ramificadas (Figura 13 - E e

F), a uma frequéncia de 73 % (dados ndo mostrados).
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Figura 12 — Desenvolvimento de segmentos radiculares em diferentes sistemas
em resposta a AlA e AIB

A

Legenda: (A) Calogénese em meio MS solido em frasco de 268 mL contendo AlA a 57 puM;
(B) e (C) Raizes alongadas em meio MS liquido sob agitacdo contendo AIB a 14,7
uM; (D), (E) e (F) Raizes ramificadas em meio MS liquido em ponte de papel
contendo AIB a 14,7 pM. Barra =1 cm.
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Figura 13 — Desenvolvimento de segmentos radiculares em diferentes sistemas

em resposta a ANA isoladamente ou em combina¢cdo com BAP

4

Legenda: (A) Alongamento de raizes em meio MS sélido em frasco de 268 mL contendo ANA
a 54 uM; (B) Alongamento de raizes em meio MS sélido em placa de Petri contendo
ANA a 54 pM; (C) e (D) Raizes ramificadas em meio MS liquido em ponte de papel
contendo ANA a 54 uM; (E) Oxidagdo em meio liquido sob agitagdo contendo ANA
a 54 uM; (F) Calogénese em meio MS soélido em frascos contendo BAP a 0,44 uM e
ANA a 27 pM. Barra =1 cm.
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7.1.2. Morfogénese a partir de explantes de plantas in vitro

7.1.2.1. Calogénese

Foliolos, nés e entrends excisados de plantas in vitro apresentaram
desenvolvimento de diferentes tipos de calos ndo morfogénicos em resposta aos
fitorreguladores testados.

Na presengca de PIC, todos o0s explantes desenvolveram calos
mucilaginosos (Figura 14 - A, B e C), tendo as maiores taxas de calogénese sido
observadas a partir de explantes de foliares cultivados na auséncia de luz (63,5 -

90,6 %), sendo a maior taxa obtida em resposta a PIC a 20,7 uM (Tabela 9).

Figura 14 — Calogénese a partir de explantes excisados de plantas in vitro de A.
pintoi cultivados em meio MS suplementado com PIC a 4,14 uM por
60 dias, na presenca de luz

B C

Legenda: (A) foliolo; (B) no e (C) entrend. Barra =1 cm.
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Tabela 9 — Calogénese a partir de explantes excisados de plantas in vitro de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com

diferentes concentracdes de PIC ou 2,4-D por 60 dias, na presenca ou auséncia de luz

FoOLioLO NO ENTRENO
Fitorreguladores CLARO ESCURO CLARO ESCURO CLARO ESCURO
™) Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do
(%) calo (%) calo (%) calo (%) calo (%) calo (%) calo
4,14 40,6 MUCIL. 78 MUCIL. 58,3 MUCIL. 45,8 MUCIL. 54,1 MUCIL. 33,3 MUCIL.
12,42 41,6 MUCIL. 87,5 MUCIL. 25 MUCIL. 29,1 MUCIL. 41,6 MUCIL. 37,5 MUCIL.
PIC 20,7 45 MUCIL. 90,6 MUCIL. 8,3 MUCIL. 25 MUCIL. 29,1 MUCIL. 30 MUCIL.
28,98 427 MUCIL. 63,5 MUCIL. 12,5 MUCIL. 20,8 MUCIL. 29,1 MUCIL. 29,1 MUCIL.
414 35,4 MUCIL. 78 MUCIL. 4,1 MUCIL. 16,6 MUCIL. 8,3 MUCIL. 33,3 MUCIL.
4,52 0 - 0 - 29,1 MISTO 16,6 FRIAVEL 5 COMPAC. 25 FRIAVEL
13,56 0 - 0 - 60 MISTO 37,5 FRIAVEL 8 COMPAC. 50 FRIAVEL
2,4-D 22,6 0 - 6,2 FRIAVEL 45 MISTO 37,5 FRIAVEL 37,5 COMPAC. 66,6 FRIAVEL
31,64 0 - 12,5 FRIAVEL 54,1 MISTO 54,1 FRIAVEL 60 MISTO 70,8 FRIAVEL
45,2 0 - 37,5 FRIAVEL 60 MISTO 55 FRIAVEL 60 MISTO 75 FRIAVEL
4,54 62,5 MISTO 62,5 COMPAC. 90 MISTO 100 MISTO 90 MISTO 75 MISTO
13,62 80 COMPAC. 58,3 COMPAC. 91,6 COMPAC. 100 MISTO 100 COMPAC. 90 MISTO
TDZ 22,7 80 COMPAC. 100 COMPAC. 100 COMPAC. 100 MISTO 100 COMPAC. 75 MISTO
31,78 70 COMPAC. 93,75 COMPAC. 100 COMPAC. 100 MISTO 100 COMPAC. 100 MISTO
454 70 COMPAC. 81,25 COMPAC. 87,5 COMPAC. 100 MISTO 100 COMPAC. 100 MISTO
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Os calos obtidos em resposta a 2,4-D apresentaram consisténcia
compacta, mista ou friavel. Explantes foliares sé apresentaram resposta quando
cultivados na auséncia de luz, em meios contendo altas concentracfes do
fitorregulador (Figura 15 - A). Segmentos nodais desenvolveram calos mistos na
presenca de luz e friaveis na auséncia de luz (Figura 15 - B). Segmentos
internodais também desenvolveram apenas calos friaveis no escuro, enquanto
que, na presenca de luz, calos compactos foram observados em resposta as
menores concentracdes e calos mistos as maiores concentracfes testadas
(Figura 15 - C e D). As maiores taxas de calogénese foram observadas a partir de
entrends cultivados na auséncia de luz em resposta a maior concentracao testada
de 45,2 uM de 2,4-D (Tabela 9).

Figura 15 — Calogénese a partir de explantes de plantas in vitro de A. pintoi em
resposta a 2,4-D na presenca ou auséncia de luz

Legenda: (A) foliolo cultivado em 2,4-D a 45,2 uM, na auséncia de luz; (B) n6 cultivado em 2,4-D a
22,6 pM, na presenca de luz; (C) entrend cultivado em 2,4-D a 13,56 uM, na presenga de
luz; (D) entrend cultivado em 2,4-D a 13,56 pM, na auséncia de luz. Barra =1 cm.
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Os calos obtidos em resposta a TDZ variaram entre compactos e mistos,
sendo observadas altas taxas de calogénese, entre 62,5 e 100 % (Tabela 9).
Calos compactos foram obtidos a partir de explantes caulinares cultivados na
presenca de luz, ou de explantes foliares mantidos em ambas as condi¢cdes de
luminosidade. Por outro lado, calos mistos foram observados a partir de quase
todos os explantes mantidos em meio suplementado com a menor concentracéo
de TDZ testada (4,54 uM), na auséncia de luz. A formacéo de gemas ocorreu nos
trés tipos de explantes avaliados, com o0 desenvolvimento de brotos
principalmente na auséncia de luz, embora estes tenham apresentado

estiolamento (Figura 16 - A a F).

Figura 16 — Calogénese a partir de explantes de plantas in vitro em resposta a
TDZ, na presenca (A, B e C) ou auséncia (D, E e F) de luz

A

Legenda: (A) foliolo cultivado em TDZ a 4,54 uM; (B) né cultivado em TDZ a 45,4 uM; (C) entrend
cultivado em TDZ a 31,78 uM; (D) foliolo cultivado em TDZ a 45,4 uM; (E) no cultivado
em TDZ a 4,54 uM; (F) entrend cultivado em TDZ a 4,54 uM. Barra =1 cm.

As combinagcbes de BAP e ANA testadas induziram a formagéao de calos
mistos e friaveis. Em meios suplementados com BAP a 0,44 puM e diferentes
concentracfes de ANA, todos os explantes produziram calos mistos, com regiao

compacta verde e regido friavel mais clara, na auséncia de luz (Figura 17 - A, B e
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C). Na presenca de luz, entretanto, foi observada a formacgéo de calos friaveis,
com frequéncias entre 80 e 100 % (Figura 17 - D, E e F). Em meios
suplementados com BAP a 2,2 ou 4,4 uM em combinacédo com ANA, os explantes
também originaram predominantemente calos mistos, na presenca de luz, e
friaveis, na auséncia de luz, com frequéncias entre 55 e 100 % (Figura 17 - AaF,
Tabela 10).

Figura 17 — Calogénese a partir de explantes de plantas in vitro em resposta a
BAP a 2,2 pM em combinacdo com ANA na auséncia de luz (A, B e
C) ou presenca de luz (D, E e F)

Legenda: (A) foliolo cultivado em BAP a 2,2 uM e ANA a 21,6 pM; (B) n6 cultivado em BAP a 2,2
UM e ANA a 10,8 uM; (C) entrené cultivado em BAP a 2,2 uM e ANA a 10,8 uM; (D)
foliolo cultivado em BAP a 2,2 pM e ANA a 10,8 uM; (E) né cultivado em BAP a 2,2 uM e
ANA a 16,2 uM; (F) entrend cultivado em BAP a 2,2 uyM e ANA a 10,8 pM. Barra =1 cm.
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Tabela 10 — Calogénese a partir de explantes excisados de plantas in vitro de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado com

diferentes combinacgdes de BAP e ANA por 60 dias, na presenca ou auséncia de luz

Fitorreguladores FOLIOLO NO ENTRENO
(HM) CLARO ESCURO CLARO ESCURO CLARO ESCURO
BAP ANA Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do Calos Tipo do
(%) calo (%) calo (%) calo (%) calo (%) calo (%) calo
0,44 10,8 83,3 MISTO 81,2 FRIAVEL 80 MISTO 83,3 FRIAVEL 95,8 MISTO 90 FRIAVEL
0,44 16,2 90 MISTO 90,6 FRIAVEL 85 MISTO 85 FRIAVEL 85 MISTO 95 FRIAVEL
0,44 21,6 85,7 MISTO 100 FRIAVEL 100 MISTO 83,3 FRIAVEL 91,6 MISTO 87,5 FRIAVEL
2,2 10,8 90 MISTO 55 MISTO 100 MISTO 100 MISTO 93,3 MISTO 100 FRIAVEL
2,2 16,2 93,3 MISTO 100 MISTO 90 MISTO 66,6 FRIAVEL 93,3 MISTO 100 FRIAVEL
2,2 21,6 100 MISTO 100 FRIAVEL 100 MISTO 100 FRIAVEL 100 FRIAVEL 93,3 FRIAVEL
4.4 10,8 100 FRIAVEL 75 FRIAVEL 100 MISTO 100 MISTO 87,5 FRIAVEL 100 MISTO
4.4 16,2 93,7 FRIAVEL 100 MISTO 100 MISTO 100 FRIAVEL 91,6 MISTO 83,3 MISTO
44 21,6 100 FRIAVEL 100 MISTO 100 MISTO 83,3 FRIAVEL 87,5 MISTO 83,3 FRIAVEL
8,8 0,54 58,3 FRIAVEL 65 FRIAVEL 100 COMPAC. 100 MISTO 100 FRIAVEL 83,3 FRIAVEL
13,2 0,54 75 FRIAVEL 87,5 FRIAVEL 100 COMPAC. 100 FRIAVEL 85 COMPAC. 90 FRIAVEL
17,6 0,54 100 FRIAVEL 100 FRIAVEL 100 MISTO 90 FRIAVEL 90 COMPAC. 90 FRIAVEL
8,8 2,7 100 FRIAVEL 100 FRIAVEL 50 COMPAC. 80 COMPAC. 90 COMPAC. 90 COMPAC.
13,2 2,7 100 FRIAVEL 100 FRIAVEL 58,3 COMPAC. 90 COMPAC. 100 COMPAC. 90 COMPAC.
17,6 2,7 100 FRIAVEL 100 FRIAVEL 80 COMPAC. 80 COMPAC. 100 COMPAC. 80 COMPAC.
8,8 54 75 FRIAVEL 75 FRIAVEL 100 MISTO 100 MISTO 100 MISTO 91,6 MISTO
13,2 5,4 83,3 FRIAVEL 87,5 FRIAVEL 75 MISTO 100 MISTO 100 MISTO 93,7 MISTO
17,6 54 81,2 FRIAVEL 100 FRIAVEL 100 MISTO 100 FRIAVEL 83,3 MISTO 83,3 FRIAVEL
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7.1.2.2. Producao de plantas

Brotos foram obtidos a paritr de segmentos nodais e internodais cultivados
em meios suplementados com 2,4-D a 4,52 pM ou com combinacdes de BAP e
ANA (1,0 broto por explante) (Figura 18 - A, B e C, Tabela 11). Os explantes
cultivados em meios suplementados com combinacbes de BAP e ANA
apresentaram as maiores frequéncias a partir de segmentos nodais (33,3 %) e
internodais (25 %).

Figura 18 — Desenvolvimento de plantas em meio suplementado com 2,4-D na
presenca de luz

A Al c=_ 4
. .

Legenda: (A) né em resposta a 2,4-D a 4,52 uM e (B) entrend em resposta a 2,4-D a 13,56 uM;
(C) entrené em resposta a 2,4-D a 4,52 uM. Barra =1 cm.



Tabela 11 — Regeneracdo de plantas a partir de explantes excisados de plantas in vitro de A. pintoi cultivados em meio MS suplementado
com 2,4-D ou TDZ ou combinagdes de BAP e ANA por 60 dias, na presenca de luz

. NO ENTRENO
Fitorreguladores (UM)
CLARO ESCURO CLARO ESCURO
Re N° de Re N° de Re N° de Re N° de
2,4-D BAP ANA 9. brotos/ g- brotos/ 9. brotos/ 9. brotos/
(%) (%) (%) (%)
explante explante explante explante

4,52 0 0 50 1 33,3 1 37,5 1 16,6 1
13,56 0 0 0 - 0 - 0 - 0 -
22,6 0 0 0 - 0 - 0 - 0 -
31,64 0 0 0 - 0 - 0 - 0 -
45,2 0 0 0 - 0 - 0 - 0 -

0 0,44 10,8 0 - 0 - 0 - 0 -

0 0,44 16,2 0 - 0 - 0 - 0 -

0 0,44 21,6 0 - 4,15 1 0 - 0 -

0 2,2 10,8 20 1 20 1 20 2 0 -

0 2,2 16,2 30 1 0 - 20 1

0 2,2 21,6 20 1 20 1 0 - 0 -

0 4,4 10,8 8,3 1 - - 0 -

0 4,4 16,2 33,3 1 - 25 1 0 -

0 4,4 21,6 8,3 1 - 12,5 1 0 -
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7.2. Avaliagéo fitoquimica

Para o estudo fitoquimico da espécie A. pintoi, foram preparados extratos
metandlicos de sementes, plantas in vivo cultivadas em casa de vegetacao,
plantas obtidas in vitro e raizes adventicias formadas em resposta a diferentes

auxinas (Quadro 3).

Quadro 3 — Extratos em etanol 80 % preparados a partir de diferentes materiais para
a analise fitoquimica, através de CCD e CLAE, e do potencial
antioxidante, pelo ensaio do DPPH

Material NUmero Material NUumero
Cotilédones I Folhas — plantas in vivo Vil
Sementes com tegumento Il Raizes — plantas in vivo VI
Sementes sem tegumento 1 Caules — plantas in vivo IX
Folhas — plantas in vitro v Raizes — ANA 54 uM X
Raizes — plantas in vitro \Y Raizes — AIA 57 uM Xl
Caules — plantas in vitro VI Raizes — AIB 14,7 uM Xl

7.2.1. Perfil fitoguimico por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os diferentes extratos foram avaliados quanto a presenca de diferentes
grupos de substancias através da técnica de CCD, em condi¢Oes especificas para
a deteccdo de triterpenos, saponinas, alcaloides, cumarinas, flavonoides,
estilbenoides e outras substancias fendlicas, conforme descrito no Quadro 2.

Para a avaliacdo da presenca de triterpenos e diferencicdo do subgrupo
das saponinas, foram utilizadas duas condicdes diferentes. Amostras de extratos
provenientes de sementes (I, Il e Ill) apresentaram padréo de bandas semelhante
na avaliacao de triterpenos, com uma banda arroxeada intensa visualizada em luz
visivel, e rosa avermelhada quando observada a 365 nm (Banda 6, Figuras 19 e
20). As bandas 5 e 8, embora menos intensas, apresentaram a mesma coloracao.

As demais bandas apresentaram coloracdo acinzentada. Extratos de folhas de
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plantas mantidas in vivo e in vitro (IV e VII, respectivamente) apresentaram uma
substancia em comum, correspondente a banda 7. As bandas 2 e 4 foram
observadas apenas em extratos de folhas, caules e raizes. A banda 1 foi
detectada em todas as amostras, enquanto que a banda 3, apenas em amostra

de raizes de plantas mantidas in vivo (VIII).

Figura 19 — Cromatrografia em camada delgada para deteccéo de triterpenos,
utilizando como eluente uma mistura de acetato de etila, acido acético
glacial, acido férmico e agua (50:5,5:5,5:13) e revelador anisaldeido
sulfurico, registrada em luz visivel

GOUTR YN W Y P g T

3 — G727
i/ : ‘ — 0,61
6 — o5
5 » — 0,42
4 — 0,37
3 . . — 0,27
2 — 0,20
1 v ‘ ' — 0,08

s B D - s i A LS R o - — O

[l H v \Y VI VIl VI X X Xl Xl Rf

Amostra
Legenda: | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem tegumento, 1V - folhas

de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules de plantas in vitro, VII - folhas
de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules de plantas in vivo, X - raizes
induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII - raizes induzidas em AIB.
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Figura 20 — Cromatrografia em camada delgada para deteccéo
de triterpenos, utilizando como eluente uma mistura
de acetato de etila, acido acético glacial, acido
férmico e agua (50:5,5:5,5:13) e revelador
anisaldeido sulfurico, registrada em luz visivel (A) e

a 365 nm (B)
A B
e
8 - 0,77
6 — 0,5
5 — 0,42
1 — 0,08
& T TN —0
I Il I Rf
Amostra
Legenda: | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem
tegumento.

Na analise para a presenca de saponinas também foi observado um total
de oito bandas. Em extratos provenientes de sementes (I, Il e Ill), foi detectada
uma coloracdo arroxeada mais intensa na banda 7, quando observada sob luz
visivel, e coloracdo rosa avermelhada a 365 nm (Figuras 21 e 22). Esses extratos
apresentaram também uma banda de coloracdo roxa azulada (Banda 3). Na

condicéo para deteccéo de alcaloides, nenhuma banda foi observada.
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Figura 21 — Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de saponinas,
utilizando como eluente cloroférmio, acido acético glacial, metanol e
agua (32:16:6:4) e revelador anisaldeido sulfurico, registrada em luz
visivel

[ gaa Aa L . e e L i ey |
8 — 0,89

~

- i - w

RN WA U
I
o
H
N

Il 11 \Y \Y VI VIl VIII IX X Xl Xl Rf
Amostra

Legenda: | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem tegumento, IV - folhas
de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules de plantas in vitro, VII - folhas
de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules de plantas in vivo, X - raizes
induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII - raizes induzidas em AIB.
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Figura 22 — Cromatrografia em camada delgada para deteccéo de
saponinas, utilizando como eluente cloroférmio, acido acético
glacial, metanol e agua (32:16:6:4) e revelador anisaldeido
sulfarico, registrada em luz visivel (A) e a 365 nm (B)

A B

Py wovvve - wr, v - ] — 1

6 — 0,57
- 0,5
- s
1 — 0,14
oy
—— - 0
[l I Rf
Amostra
Legenda: | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem tegumento.

Para o estudo dos flavonoides, foram utilizados padrdes de vitexina (Rf =
0,81, coloracéo verde clara), isovitexina (Rf = 0,7, coloracao verde clara), orientina
(Rf = 0,73, coloracdo amarela), isoorientina (Rf = 0,63, coloracdo amarela) e
rutina (Rf = 0,52, coloracdo alaranjada). Foram detectadas seis bandas com
coloracdo azul clara, que diferiram da coloracdo dos padrbes de flavonoides
analisados (Figura 23). Substancias com fluorescéncia foram visualizadas local de
aplicacdo das amostras. A banda 1 s6 foi detectada em extratos de raizes
adventicias induzidas na presenca de auxinas (amostras X, XI e Xll), enquanto
que as bandas 2 e 4 também foram observadas em extrato de raizes de plantas
mantidas in vivo (VIII). A banda 3 foi visualizada apenas em raizes de plantas
mantidas in vivo. Quando utilizada a condi¢cao para detec¢cdo de cumarinas, sem
revelacdo e com visualizagdo em 365 nm, ndo foram observadas bandas com

fluorescéncia.
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Figura 23 — Cromatrografia em camada delgada para deteccédo de flavonoides,
utilizando como eluente acetato de etila, &cido acético glacial, &cido
férmico e agua (50:5,5:5,5:13) e revelador NP/PEG, registrada a 365 nm

-1

—0,89

—0,63
- 0,5
—0,42

—0,32

-0,17

— 0,08
—0

[ m v v vi vl vil IX X X Xl F1 F2 F3 F4 F5 Rf

Amostra

Legenda: padrdes de flavonoides — F1 = vitexina, F2 = isovitexina, F3 = orientina, F4 = isoorientina
e F5 =rutina. | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem
tegumento, IV - folhas de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules de
plantas in vitro, VII - folhas de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules
de plantas in vivo, X - raizes induzidas em ANA, Xl - raizes induzidas em AlA, XII - raizes
induzidas em AIB.

Na condicéo para deteccao de estilbenoides, foram apenas detectadas trés
bandas, tendo sido observadas substéncias com fluorescéncia azulada a 365 nm
no local de aplicagdo, sem o uso de revelador, e intensa fluorescéncia quando
reveladas com NP/PEG e visualizadas a 365 nm (Figura 24). As bandas 1 e 3
visualizadas em extratos de folhas (IV e VII), que correspondem a pigmentos de
clorofila, apresentaram coloragcéo avermelhada quando reveladas com NP/PEG e
registradas a 365 nm. Nessa condi¢cao, também foram detectadas duas bandas (2
e 3) em extratos de raizes de plantas mantidas in vivo (VIII), com fluorescéncia
azulada. A mesma coloragdo e um deslocamento relativo semelhante foi
encontrada entre o padrao de resveratrol e a banda 2. Contudo, nenhuma banda
pode ser observada nas amostras quando utilizado como revelador a vanilina

(dados n&o mostrados).
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Figura 24 — Cromatrografia em camada delgada para deteccédo de estilbenoides,
utilizando como eluente acetato de etila, cloroférmio, metanol e 4gua
(33:15:3:0,6) e revelador NP/PEG, registrada a 365 nm
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Legenda: R - padrédo de resveratrol; | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes
sem tegumento, IV - folhas de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules
de plantas in vitro, VII - folhas de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, 1X-
caules de plantas in vivo, X - raizes induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII
- raizes induzidas em AIB.

Para a melhor separacdo das substancias observadas no spot (ponto de
aplicac@o) na placa de andlise de estilbenos, foram utilizadas diferentes eluentes
intermediarios entre os adotados para estilbenos e para flavonoides, com os quais
intensa fluorescéncia dessas substancias foi observada no front de solvente. Na
primeira e segunda condic¢des testadas para detectar substancias fendlicas, nao
foi possivel definir as bandas. Na condicdo 3, na qual utilizou-se como fase movel
acetato de etila, acido acético glacial e agua (34:2:4), foram detectadas sete
bandas (Figura 25). O padréo de resveratrol apresentou Rf = 0,96. As bandas 1, 2
e 3 reveladas na cromatografia para deteccdo de estilbenos correspondem a
banda 7 e as fluorescéncias apresentadas no front nessa condicdo para
substancias fenodlicas. As bandas 1, 2, 3, 4 e 6 apresentaram coloracéo
esverdeada, e a banda 5, coloragdo azul. A banda 4 so6 foi verificada em extratos

de folhas (IV e VII) e a banda 6 em extratos de folhas de plantas mantidas in vitro
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(IV). A banda 3 foi constatada apenas em extratos de raizes de plantas mantidas
in vivo (VIII). Extratos de sementes (I, Il e Ill) ndo apresentaram nenhuma banda
(Figura 25).

Figura 25 — Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de substancias
fenodlicas (Condicao 3), utilizando como eluente acetato de etila, &cido
acético glacial e agua (34:2:4) e revelador NP/PEG, registrada a 365 nm

7 —0,93
6 -0,89
- 0,5
5 -0,35
4 —0,27
3 -0,18
2 -0,11
1 —0,08

-0

Il 0l \Y \Y Vi Vil VI IX X Xl Xl R Rf

Amostra
Legenda: R - padrédo de resveratrol; | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes

sem tegumento, IV - folhas de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules
de plantas in vitro, VII - folhas de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX-
caules de plantas in vivo, X - raizes induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII
- raizes induzidas em AIB.

Na condicdo 5 para visualizagdo de substancias fenodlicas, com o aumento
da proporcéo de acido aceético e inclusédo de acido férmico, foi possivel separar as
substancias visualizadas no ponto de aplicacdo da placa anterior, sendo
visualizadas doze bandas de coloragao azul escura, azul clara, verde ou amarela.
A banda 7 s6 foi visualizada em extratos de folhas (IV e VII). Uma banda azul
escura (9) foi verificada em extratos de folhas e caules (1V, VI, VIl e 1X) (Figura
26).
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Figura 26 — Cromatrografia em camada delgada para deteccdo de substancias
fenodlicas (Condicao 5), utilizando como eluente acetato de etila, &cido
acético glacial, acido férmico e agua (51:6:1:7) e revelador NP/PEG,
registrada a 365 nm
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Legenda: | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem tegumento, IV - folhas
de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules de plantas in vitro, VII - folhas
de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules de plantas in vivo, X - raizes
induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII - raizes induzidas em AIB.

7.2.2. Perfil fitoquimico por Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia

A analise por CLAE permitiu a visualizacdo de quarenta e nove sinais nas
amostras estudadas (Tabela 12, Apéndice). Maiores numeros de sinais foram
encontrados em extratos de raizes de plantas mantidas in vivo (33) e in vitro (24)
e de sementes com tegumento (26). Os grupos de extratos derivados de
sementes, plantas mantidas in vitro, plantas mantidas in vivo e raizes adventicias
apresentaram um total de 28, 31, 40 e 8 sinais, respectivamente.

O padrdo de resveratrol apresentou tempo de retencédo (tR) de 16,26
minutos (Figura 27). Esta substancia, assim como os sinais de numero 20 e 46,

foram detectados em todas as amostras. O extrato de raizes de plantas mantidas
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in vivo apresentou onze sinais ndo detectados nos demais extratos avaliados. Os
sinais de numero 10 e 43 apenas foram detectados em extratos de raizes de
plantas obtidas in vitro.

Figura 27 — Cromatogramas obtidos por CLAE
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Legenda: (A) Padréo resveratrol, com tR = 16,257 min; (B) Extrato de raizes de plantas obtidas in
vitro (V) e cultivadas in vivo (VIII).
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Dos vinte e oito sinais encontrados em extratos provenientes de sementes,
treze eram comuns aos trés tipos de extratos. No caso de plantas obtidas in vitro,
apenas trés sinais em comum foram detectados nas diferentes amostras. Da
mesma forma, em materiais de plantas in vivo s6 foram detectados seis sinais
compartilhados entre as amostras. Contudo, ao contrapor os resultados de
materiais in vivo com o0s obtidos in vitro, extratos de folhas, raizes e caules
possuiam, respectivamente, os sinais 10, 12 e 5 em comum.

Nos extratos de raizes adventicias, seis sinais foram detectados em
materiais obtidos em resposta a ANA ou AlA. Por outro lado, nas raizes formadas
na presenca de AIB, além desses, foram visualizados outros dois sinais (18 e 19).
Ao comparar 0s extratos das raizes induzidas com o extrato de cotilédones foi
observado que apenas o sinal 9 ndo estava presente no explante original. Da
mesma maneira, ao comparar com extratos de raizes de plantas obtidas in vitro,
apenas o sinal 17 ndo era comum entre os dois tipos de extratos. Entretanto, ao
comparar as amostras de raizes induzidas as raizes de plantas in vivo, apenas
cinco sinais em comum foram detectados entre os trinta e trés encontrados nesta
dltima. Neste contexto, pode-se destacar o sinal 8, que foi detectado em amostras
de raizes induzidas a partir de cotilédones, raizes de plantas in vitro e explantes

de sementes (Tabela 12).
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Tabela 12 — Analise fitoquimica de diferentes extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (continua)

Amostra Sinal

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 R 24 25 26

I e T T L T S R S : + + - : -+ -
Il - - - - - - + o+ - - + - - - + o+ - + + [+ + + + [ +| + - +
" - - - - - - +  + - - - - - - + o+ - + + [+ + + - + - + -
v - - - - + - - - + - + + -+ - + + o+ o+ |+ - - - + | + - -
\Y; - - - - - - -+ + 4+ o+ o+ o+ -+ - o T I S S T IR -
VI - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - + + - -
Vi - - - + - - + - - - - - -+ - + + o+ o+ | + |+ + - + - - -
VIII + + o+ - + + o+ - + - + - - - - - - - - + - + - + | + - +
IX - - - + - - + - + - - - - + - + + - - + + + + - - -
X - - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - - + - - -
Xl - - - - - - -+ o+ - - - - - - - - - - - - -\ 4+ - - -

Xl - - - - - - - +  + - - - - - - - - + o+
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Tabela 12 — Analise fitoquimica de diferentes extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (conclusao)

Sinal Total
Amostra
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 Amostra Grupo
I + - - - - - - - - - -+ - - - - - - ) - - 16
Il + - - - + + + + + - + + - + + + - - - + - - 26 28
11 + - - - - - - - - - - + - - + - - - - + - - 15
1V + + - - - - - + - - - - - + - - - - - + - - 17
V - - - - - - - + + - + + - + + + + - - + - + 24 31
VI + - - - - - - - - - - - - - - - - - -+ - - 6
VII - - - - - - - + + - - - - + - - - - - + - - 15
VI + + + + + + + + + + - + + + + + - + + + + + 33 40
IX e e O 15
X e e 6
Xl + - - - - - - - - - - - - - - - - - -+ - - 6 8
X1 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 8
Legenda: R - padréo de resveratrol; | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem tegumento, IV - folhas de plantas in vitro, V - raizes de

plantas in vitro, VI - caules de plantas in vitro, VIl - folhas de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules de plantas in vivo, X - raizes
induzidas em ANA, Xl - raizes induzidas em AIA, XII - raizes induzidas em AIB.
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7.3. Avaliagdo da atividade antioxidante

7.3.1. Ensaio DPPH

O potencial antioxidante das amostras estudadas foi avaliado através do
ensaio de captura do radical livre estavel DPPH, segundo o método descrito por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), e expresso através dos valores de
EC50 em mg/mL de extrato bruto, amostra seca e amostra fresca (Tabela 13). O
controle positivo utilizado foi a quercetina, que apresentou ECs, igual a 0,072
mg/mL. Extratos de cotilédones e sementes sem tegumento apresentaram um
potencial antioxidante bem inferior quando comparado ao de sementes com
tegumento. Extratos de sementes com tegumento apresentaram ainda um valor
de ECso proximo ao observado em extratos de caules de plantas cultivadas in vitro
e de raizes adventicias induzidas a partir de cotilédones em resposta a diferentes
auxinas. Quando comparados entre si, tanto os extratos de folhas de plantas
mantidas in vivo como das plantas obtidas in vitro presentaram maior potencial
antioxidante, seguido de raizes e de caules. Extratos de folhas e raizes de plantas
mantidas in vivo apresentaram menores valores de ECsy (0,91 e 0,99 mg/mL,

respectivamente).
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Tabela 13 — Potencial antioxidante de diferentes amostras de A. pintoi pelo

ensaio DPPH
ECso mg/mL
Amostra
Extrato Amostra fresca Amostra seca
Cotilédones 26,43 594,50 583,52
Sementes com tegumento 10,62 277,87 271,64
Sementes sem tegumento 30,57 792,50 777,93
Folhas in vitro 2,48 65,86 12,58
Caules in vitro 10,53 384,67 63,78
Raizes in vitro 7,63 310,89 42,49
Folhas in vivo 0,91 22,69 5,52
Caules in vivo 7,73 251,21 55,05
Raizes in vivo 0,99 33,03 10,40
Raizes AIA 57 uM 11,94 538,92 48,38
Raizes AIB 14,7 uM 12,05 432,77 39,81
Raizes ANA 54 uM 13,09 803,14 59,01
Quercetina 0,072 - -

7.3.2. CCD-DPPH

A analise qualitativa do potencial antioxidante dos extratos também foi

realizada através do ensaio de CCD-DPPH. Na andlise para flavonoides foi

possivel observar uma intensa atividade antioxidante nas bandas referentes aos

padrbes testados, além de duas bandas mais suaves.

antioxidante também foi observada no front de solvente (Figura 28).

Intensa atividade
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Figura 28 — Cromatrografia em camada delgada para deteccéo de flavonoides,
utilizando como eluente acetato de etila, 4c. acético glacial, acido
férmico e agua (50:5,5:5,5:13) e revelador DPPH, registrada em luz
visivel

, - -0
| 1] 1] \ V2R VA R VA | B VA 1| B ) 4 X XI Xl F1 F2 F3 F4 F5 Rf
Amostra

Legenda: padrdes de flavonoides - F1 = vitexina, F2 = isovitexina, F3 = orientina, F4 = isoorientina
e F5 = rutina. | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem
tegumento, IV - folhas de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules de
plantas in vitro, VII - folhas de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules
de plantas in vivo, X - raizes induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII - raizes
induzidas em AIB.

Quando utilizada a condicdo para deteccdo de estilbenoides, s6 foi
visualizada a banda correspondente ao padrdo de resveratrol (Rf = 0,88).
Entretanto, foi observada uma atividade antioxidante no spot (Figura 29). Na
analise para substancias fendlicas utilizando a condicao 3, foram detectadas seis
bandas. A banda 4 foi visualizada em extratos de folhas (IV e VII), enquanto as
bandas 5 e 6 foram evidenciadas em amostras de folhas de plantas obtidas in
vitro (V) e raizes de plantas mantidas in vivo (VIII) (Figura 30).
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Figura 29 — Cromatrografia em camada delgada para deteccéo de estilbenoides,
utilizando como eluente acetato de etila, cloroférmio, metanol e 4gua
(33:15:3:0,6) e revelador DPPH, registrada em luz visivel

-1
—0,88
- 0,5
-0
| I 0] \Y \ \ Vil Vil IX X Xl Xl R Rf
Amostra
Legenda: R - padrdo de resveratrol; | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes

sem tegumento, IV - folhas de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules
de plantas in vitro, VII - folhas de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, I1X-
caules de plantas in vivo, X - raizes induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII
- raizes induzidas em AIB.
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Figura 30 — Cromatrografia em camada delgada para deteccédo de substancias
fendlicas (Condicao 3), utilizando como eluente acetato de etila, &cido
acético glacial e agua (34:2:4) e revelador DPPH, registrada em luz
visivel

SERS IR BARA T L 05 LR a2 1 % M S TR =
. —0,93

—0,89
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=N W B

| Il 1 \Y V VI VIl VIII IX X Xl Xl Rf
Amostra

Legenda: | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Il - sementes sem tegumento, IV - folhas
de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules de plantas in vitro, VII - folhas
de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules de plantas in vivo, X - raizes
induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AIA, XII - raizes induzidas em AIB.

Quando utilizada a condi¢cédo 5 para deteccao de substancias fendlicas, na
gual o eluente consistiu em acetato de etila, acido acético glacial, &cido férmico e
agua (51:6:1:7), foram visualizadas dez bandas com atividade antioxidante. A
banda 6 sO foi detectada em extratos de sementes com tegumento e sem
tegumento (Il e 1ll), enquanto que a banda 7 foi observada em extratos de folhas
(IV e VII). As bandas 3 e 4 s6 foram evidenciadas em extratos de folhas de
plantas obtidas in vitro (VI), enquanto que as bandas 5 e 9 s6 foram verificadas
em extratos de folhas de plantas mantidas in vivo (VII). A atividade antioxidante
ainda foi detectada no spot, indicando a presenca de outras substancias
antioxidantes nos extratos (Figura 31).
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Figura 31 — Cromatrografia em camada delgada para deteccéo de substancias
fendlicas (Condicao 5), utilizando como eluente acetato de etila, &cido
acético glacial, acido férmico e agua (51:6:1:7) e revelador DPPH,

registrada em luz visivel
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Legenda: | - cotilédones, Il - sementes com tegumento, Ill - sementes sem tegumento, IV - folhas
de plantas in vitro, V - raizes de plantas in vitro, VI - caules de plantas in vitro, VII - folhas
de plantas in vivo, VIII - raizes de plantas in vivo, IX- caules de plantas in vivo, X - raizes
induzidas em ANA, XI - raizes induzidas em AlA, XII - raizes induzidas em AIB.
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8. DISCUSSAO

A cultura de tecidos de plantas é uma metodologia que pode ser utilizada
para micropropagacgdo, conservacao, transformacdo genética e producdo de
metabdlitos secundarios in vitro. A regeneracado in vitro de Arachis pintoi tém sido
obtida por organogénese a partir de explantes de foliolos de plantulas germinadas
(PITTMAN et al., 1983), folhas de plantas de campo (BURTNIK; MROGINSKI,
1985; REY et al., 2000) e explantes de sementes (PACHECO et al., 2007). A
embriogénese somatica foi observada a partir de explantes de folhas de plantas
de campo (REY et al., 2000), folhas e apices caulinares de plantas cultivadas in
vitro (REY; MROGINSKI, 2006). O desenvolvimento de meristemas pré-existentes
foi alcancado com a utilizacdo de segmentos caulinares (meristemas apical e
nodal) de plantas cultivadas in vitro (REY; MROGINKSI, 2003) e explantes de
sementes (PACHECO et al., 2007). Neste trabalho, foi avaliado o efeito da luz e
diferentes reguladores de crescimento sobre o potencial morfogénico de
explantes de sementes (cotilédones, eixos e foliolos embrionérios) e de plantas
cultivadas in vitro (foliolos, n6s e entrends).

Em resposta a PIC, o0s explantes desenvolveram apenas calos
mucilaginosos, podendo apresentar uma pequena regido friavel. Rey e Mroginski
(2006) observaram o desenvolvimento de calos com formagédo de embribes
somaticos em segmentos apicais e foliares cultivados na presenca de PIC a 10 -
20 mg/L (41,4 - 82,8 uM) em combinacdo com baixas concentracfes de BAP.
Resultados semelhantes ja foram também obtidos para A. paraguariensis Chodat
& Hassl. (SELLARS; SOUTHWARD; PHILLIPS, 1990), A. hypogaea (LITTLE;
MAGBANUA; PARROTT, 2000), A. glabrata (VIDOZ et al., 2004) e A. correntina
(VIDOZ et al., 2006). Entretanto, neste trabalho ndo foram obtidos embrides
somaticos em calos desenvolvidos em meios contendo PIC, provavelmente
devido a diferencgas entre a constituicdo bioquimica dos explantes utilizados.

A producédo de plantas foi obtida neste trabalho através de organogénese
ou desenvolvimento meristematico. A condi¢cado de luminosidade influenciou tanto
0 numero de brotos por explante como a qualidade dos brotos, que se
apresentaram estiolados na auséncia de luz. Explantes de cotilédones, eixos

embrionarios, foliolos, nés e entrends desenvolveram calos organogénicos em
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resposta a TDZ ou combinacdes de BAP e ANA. No entanto, calos obtidos na
presenca de TDZ apresentaram baixa taxa de regeneracéo e producéo de brotos,
paralelamente a uma intensa oxidacdo dos explantes. A oxidacdo de explantes de
A. pintoi cultivados in vitro foi também observada por Rey e Mroginski (2003),
sendo prejudicial para o processo de regeneracédo, pois pode acarretar na morte
celular.

O desenvolvimento de brotos por organogénese em resposta a diferentes
combinacdes de BAP e ANA também foi observado em outros trabalhos com
diferentes espécies de Arachis (BAJAJ et al., 1981; CHENG; HIS; PHILLIPS,
1992; MANSUR et al., 1993; MCKENTLY, 1991; VIDOZ et al., 2006). Em A. pintoi,
Burtnik e Mroginski (1985) avaliaram a organogénese em explantes de foliolos
excisados de plantas de campo, utilizando combinacées de BAP e ANA, tendo
considerado como melhor combinagdo BAP a 0,44 uM e ANA a 10,8 uM. Rey et
al. (2000) obtiveram também calos organogénicos a partir de explantes de foliolos
de plantas de campo em resposta a diferentes combinacdes de auxinas e
citocininas, verificando a melhor resposta nha combinacédo de BAP a 4,4 uM e ANA
a 54 uM, seguida da transferéncia dos calos para meio contendo BAP a 4,4 uM
para desenvolvimento dos brotos. Estes fatos justiicam a necessidade de
empregar um balanco adequado de reguladores de crescimento, que pode variar
de acordo com a natureza do explante utilizado.

Segmentos nodais excisados de plantas obtidas in vitro desenvolveram
brotos a partir do meristema pré-existente, em resposta a 2,4-D a 4,52 uM e
combinacdes de BAP a 2,2 ou 4,4 uM com diferentes concentracdes de ANA,
principalmente na presenca de luz. A regeneracdo de plantas a partir de
segmentos nodais excisados de plantas in vitro derivadas de segmentos apicais
do caule de plantas de campo em combinacdes de BAP e ANA também foi
relatada por Rey e Mroginksi (2003). Entretanto, estes autores obtiveram
melhores resultados em resposta a combinacdo de BAP a 0,044 uM com ANA a
0,054 uM. A diferenca entre as concentracdes de fitorreguladores utilizada neste
trabalho e aquela adotada por esses autores pode estar associada a
disponibilidade de hormoénios enddgenos nos dois tipos de explantes utilizados,
considerando que no presente trabalho foram utilizados segmentos nodais de

plantas obtidas através de germinacao in vitro do embrido zigotico.
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Culturas de células ou orgaos isolados in vitro tém se destacado como
métodos adequados para a producdo de metabdlitos secundéarios, devido a
rapidez no acumulo de biomassa e nos ciclos biossintéticos condensados,
encurtando o periodo de cultivo no qual essas substancias sdo produzidas
(ZHANG et al., 2012). Segundo Saiman et al. (2012), culturas de raizes podem
ser mais favoraveis para a biossintese de metabdlitos de interesse do que
culturas de partes aéreas, devido a rapidez na multiplicacdo e a possibilidade de
cultivo em larga escala com o uso de biorreatores. Culturas de raizes vém sendo
estabelecidas para varias espécies, com o uso de diferentes sistemas, tais como
em meio liquido sob agitacdo (SAIMAN et al., 2012; SIVANANDHAN et al., 2012;
SUDHA; SEENI, 2001) e meio solido em frascos (SWAIN et al., 2012) ou placas
de Petri (ZHANG et al., 2012).

Neste trabalho, o desenvolvimento de raizes adventicias foi observado em
explantes de cotilédones, em resposta a baixas concentracbes de BAP em
combinagdo com ANA. Devido a importante acdo das auxinas no
desenvolvimento de raizes, muitos estudos avaliam a influéncia de auxinas como
ANA, AIA ou AIB, isoladamente ou em combinagdo com baixas concentracdes de
citocininas, na diferenciacdo radicular em diferentes explantes mantidos in vitro
(ZHANG et al.,, 2012). Os explantes avaliados neste trabalho desenvolveram
raizes de aspectos variados em resposta a cada fitorregulador, com diferentes
frequéncias.

Segmentos das raizes obtidas em ANA a 54 uM, AIA a 57 uM e AIB a 14,7
UM foram utilizados para o estabelecimento de culturas de raizes em cinco
diferentes sistemas: meio sélido em frasco ou placa de Petri, meio liquido em
frasco sob agitacdo, em pontes de papel de filtro e meio em dupla-fase. A
oxidacdo dos explantes ocorreu principalmente em meios contendo AIA e
combinagdes de BAP e ANA. Nesta ultima condigdo, também foram observados
calos ndo morfogénicos que além de ndo serem capazes de produzir novas
raizes, apresentavam intensa oxidacao. Zhang et al. (2012) também observaram
a formacdo de calos em explantes de raizes de Periploca sepium Bunge
cultivadas em meio solido em placas de Petri contendo meio suplementado com
combinagdes das auxinas ANA e AIA com as citocininas BAP e cinetina.

O desenvolvimento de raizes com potencial para o estabelecimento de

culturas foi alcancado somente em resposta a AIB, nos dois sistemas de meio
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liquido, e em resposta a ANA, em meio liquido sobre pontes de papel de filtro. Em
meio contendo AIB sob agitacdo ocorreu apenas o alongamento dos segmentos
radiculares, sem desenvolvimento de raizes secundarias, fator importante para a
multiplicacéo, visto que sao utilizados como explantes os segmentos apicais. No
sistema de pontes de papel de filtro sobre meio liquido, entretanto, foram obtidas
raizes bastante ramificadas em resposta aos dois fitorreguladores, que podem ser
utilizadas para o estabelecimento de novas culturas.

A multiplicacdo € uma etapa importante para o estabelecimento de culturas
de raizes, que podem ser fontes para a producdo de metabdlitos de interesse.
Para isso, € fundamental determinar as melhores condi¢des para a ocorréncia do
processo. Dessa forma, o trabalho sera continuado com a determinacdo da
influéncia do tamanho do segmento radicular e sua origem (segmento apical,
mediano ou proximal), do periodo e do nimero de subculturas, assim como da
composi¢cdo de sais e da fonte de carbono do meio de cultura, visando ao
estabelecimento de culturas produtoras de substancias bioativas.

A composicado fitoquimica de raizes adventicias obtidas na presenca de
cada fitorregulador, assim como de raizes, caules e folhas excisados de plantas
mantidas in vivo e obtidas in vitro, e de sementes com tegumento, sem tegumento
e de cotilédones foi avaliada através de métodos cromatograficos. A andlise por
CCD foi utilizada para o estudo da presenca de diferentes grupos de substancias,
incluindo triterpenos, saponinas, alcaloides, cumarinas, flavonoides, estilbenoides
e outras substancias fendlicas.

Triterpenos sdo moléculas de 30 carbonos derivadas do esqualeno, assim
como os alcaloides esteroidais, os heterosideos cardiotbnicos e os fitoesterois,
como o B-sitosterol. Triterpenos podem apresentar varias atividades biologicas,
como antitumoral, antiviral, antimicrobiana, hepatoprotetora, gastroprotetora e
anti-inflamatéria (MARTELANC; VOVK; SIMONOVSKA, 2009; SHIMIZU et al.,
1986; TOMMASI; SHIMONE; PIZZA, 1992), podendo ser produzidas em culturas
in vitro. Nove tipos de triterpenos com atividade medicinal foram detectados, em
grandes quantidades, em culturas de calos e células de Eriobotrya japonica Lindl.
(TANIGUCHI et al.,, 2002). Utilizando a técnica de CCD, com fase movel e
revelador especificos para a deteccdo de triterpenos, foram observadas oito
diferentes bandas nos extratos de A. pintoi com coloracao cinza ou arroxeada, na

luz visivel. Algumas bandas arroxeadas presentes em extratos provenientes de
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sementes, apresentaram coloracdo rosa avermelhada quando visualizadas em
365 nm. Martelanc, Vovk e Simonovska (2009), estudando triterpenos e
fitoesterdis em extratos vegetais de diferentes espécies, também observaram
bandas com coloracdo acinzentada e bandas que apresentavam coloracao
arroxeada sob luz visivel, e avermelhada brilhante em 366 nm. Em extratos de
raizes de A. hypogaea foram detectados dois triterpenos, conhecidos como
soforadiol e soiasapogenol B (LEE et al., 2009).

As saponinas sao um grupo de triterpenos ou esteroides caracterizado por
apresentar em sua estrutura quimica uma regido glicona (ligagdo com agucar) e
por serem afrégenos (produzirem espuma na presenca de agua). Saponinas com
atividades biolégicas sdo encontradas, por exemplo, em raizes, tubérculos e
cascas do caule de diferentes espécies de vegetais, como o ginseng (Panax spp),
sendo também obtidas em culturas de raizes (CHOI et al., 2000; YU et al., 2002)
e de células in vitro (WU; LINDONG; CHAU, 2001) dessa espécie. Nas
cromatografias realizadas neste estudo com extratos de A. pintoi, utilizando
condicbes determinadas para deteccdo de saponinas, foram detectadas oito
bandas, com padréo de coloragcdo semelhante ao observado na cromatografia de
triterpenos. E possivel que haja bandas em comum entre as duas analises devido
a semelhanca estrutural entre os dois grupos, o que justificaria também a
semelhanca na coloracdo e intensidade de bandas observadas nas
cromatografias para deteccdo de triterpenos e de saponinas em extratos
provenientes de sementes.

Alcaloides constituem um grupo de substancias nitrogenadas bastante
diverso estrutural e funcionalmente, apresentando importantes atividades
farmacoldgicas. Contudo, nas condi¢cdes estudadas, ndo foram detectados
alcaloides por CCD nos extratos de A. pintoi analisados. As cumarinas sao
substancias produzidas por plantas a partir do acido o-cumarico que também
apresentam uma gama bastante ampla de atividades medicinais. Em CCD,
guando visualizadas a 365 nm, mesmo sem revelador, apresentam fluorescéncia.
Utilizando uma fase mével adequada para a deteccdo de cumarinas, ndo foram
observadas bandas fluorescentes a 365 nm sem revelacdo. Contudo, nestas
condicdes, o front da cromatografia apresentou fluorescéncia azulada, indicando a

presenca de outras substancias fendlicas nos extratos estudados.
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A mesma fase moével utilizada para a deteccdo de cumarinas foi aplicada
para a detecgéo de flavonoides, com o uso do revelador NP/PEG. Esta classe de
substancias € constituida por varios tipos de moléculas fendlicas de baixo peso
molecular, amplamente distribuidas em espécies vegetais e com atividades
farmacoldgicas bastante diversificadas. Esse grupo se destaca por seu grande
potencial antioxidante, sendo produzido em plantas por diversos fins, incluindo a
protecdo contra o estresse oxidativo (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).
Em CCD, apresentam principalmente coloracdo verde, amarela, alaranjada ou
marrom, sob luz visivel ou em 365 nm (WAGNER, 1996). Neste estudo, foram
utilizados como padrdes a vitexina e a isovitexina, que apresentam coloracao
verde clara, a orientina e a isoorientina, com coloracdo amarela, e a rutina, com
coloracdo alaranjada. Nos extratos dos diferentes materiais de A. pintoi, foram
observadas seis bandas de coloracdo azulada quando visualizadas a 365 nm,
correspondendo possivelmente a outros tipos de substancias fendlicas. De acordo
com Wagner (1996), acidos fendlicos carboxilicos, como os &acidos caféico,
clorogénico e feralico, podem ser visualizados em CCD nas mesmas condi¢des,
com coloracao intensa azul ou esverdeada.

Na condicdo utilizada para deteccdo de estilbenoides, uma intensa
fluorescéncia foi observada no local de aplicacdo da placa cromatografica, com
coloracdo azulada, sem o uso de revelador, e azul ou esverdeada, apoés revelacao
com NP/PEG. Nesta condicdo, s6 foi possivel observar trés bandas. A primeira,
de coloracédo avermelhada a 365 nm, corresponde ao pigmento de clorofila, que
também pode ser observado como bandas esverdeadas quando vistas sob luz
visivel, sem o uso de revelador. Duas bandas foram detectadas em extrato de
raizes de plantas in vivo, com coloracdo azulada e Rfs proximos ao do padréo de
resveratrol. Entretanto, bandas correspondentes ndo foram observadas ao utilizar
como revelador vanilina sulfarica, o que pode indicar que sdo substancias
diferentes.

Com o intuito de separar as substancias que apresentaram fluorescéncia,
observadas no front de cromatografias para deteccao de flavonoides e no spot de
cromatografias para deteccao de estilbenoides, cinco condi¢cdes intermediarias de
fase moével foram testadas, variando a concentracdo de &cido (4cido acético
glacial e acido férmico), Agua e dos demais solventes orgéanicos (acetato de etila,

cloroférmio e metanol). Nas condi¢cdes de cromatografia denominadas de 1 e 2,
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utilizando fases méveis consituidas por combinacfes de acetato de etila, metanol
e acido acético glacial, nas proporcdes 36:4:4 e 32:8:4, respectivamente, foram
detectadas substancias com fluorescéncia, utilizando como revelador NP/PEG e
observando a 365 nm, contudo nao foi possivel distinguir as bandas. As melhores
condi¢cOes para separacdo das substancias foram com a utilizacdo dos mesmos
solventes para deteccdo de flavonoides, com redugdo da concentracdo dos
acidos, associada a reducao do volume de agua.

Com o uso de fase moével constituida por acetato de etila, acido acético
glacial e agua (34:2:4) (Condicdo 3), foi verificado o inicio da separacdo dos
consituintes, sendo visualizado um total de sete bandas, o padrdo de resveratrol
proximo ao front da cromatografia, assim como uma banda de coloracao
esverdeada e outra de coloracdo azulada, quando observadas a 365 nm. Na
quinta condigéo testada, utilizando como eluente acetato de etila, 4cido acético
glacial, acido férmico e agua (51:6:1:7), foi verificado um total de doze bandas,
assim como a separacao das substancias anteriormente visualizadas na base da
cromatografia. Nesta condicdo, j4 foi detectada fluorescéncia no front quando
observada a 365 nm, devido as substancias com Rf proximo a 1 observadas na
condicdo anterior. As bandas apresentaram coloracdo azul-clara, azul-escura,
verde e amarelada.

Resumidamente, substancias de diferentes grupos puderam ser
visualizadas nas cromatografias em camada fina, com base nas condi¢des de
deteccdo determinadas por Wagner (1996). Outras substancias s6 puderam ser
separadas no campo cromatografico pela variacdo nas condi¢cdes de &cidos
intermediéarias entre as condicdes determinadas para flavonoides e estilbenoides.
Estes resultados indicam a presenca de varias substancias fendlicas nos extratos
analisados.

Neste trabalho, foram detectadas quarenta e nove sinais que podem ser de
substancias diferentes através da técnica de CLAE, incluindo o resveratrol, que
nao havia sido visualizado nas analises por CCD, provavelmente devido a
qguantidade insuficiente para deteccdo. Da mesma forma, outros componentes
gue ocorram em menores gquantidades nas amostras analisadas podem também
nao ter sido visualizados por esta metodologia.

Os extratos produzidos a partir de materiais de plantas mantidas in vivo

foram os que apresentaram maior numero total de sinais, seguido de plantas in



105

vitro. Nas amostras de raizes de plantas in vivo e in vitro, assim como de
sementes com tegumento, foram detectados os maiores niumeros de sinais. Onze
sinais foram encontrados exclusivamente no extrato de raizes de plantas in vivo.
Paralelamente, outros dois sinais, 10 e 43, foram observados apenas na amostra
de raizes de plantas in vitro. Estes, assim como o sinal de nimero 12, ocorreram
apenas em amostras de plantas in vitro. Desta forma, é importante ressaltar que,
embora as plantas mantidas in vivo produzam uma grande variedade de
substéancias, as plantas obtidas in vitro podem apresentar um potencial para
produzir também diversas substancias, incluindo algumas ndo encontradas em
condigbes naturais, como pode ser verificado pela presenca de 3 sinais nao
observados nas amostras de plantas cultivadas in vivo.

Ao comparar os resultados observados entre os materiais avaliados,
observa-se que, dentre as amostras de sementes, que apresentaram em comum
13 sinais, as sementes com tegumento possuiam cerca de 10 sinais a mais que
0s outros dois materiais. Muitos estudos fitoquimicos com sementes tém
demonstrado que uma grande quantidade de substancias pode ser encontrada no
tegumento, que exerce um papel importante no sistema de defesa
(TROSZYNSKA; CISKA, 2002).

Outros dois grupos de materiais, produzidos a partir de plantas in vivo e in
vitro, apresentaram pouca semelhanca ao se comparar as amostras de cada
grupo separadamente. No entanto, ao correlacionar os materiais equivalentes dos
dois grupos, folhas, raizes e caules, observou-se uma propor¢cdo bem maior de
correspondéncia. Isto mostra que, embora a origem e as condi¢cdes de cultivo das
plantas seja bastante diferente, a composicdo quimica especifica em cada 6rgéo
ainda apresenta semelhancas.

As raizes adventicias, por sua vez, apresentaram total equivaléncia entre
0s sinais detectados, com excecdo da amostra obtida em resposta a AIB, que
continha dois sinais, 18 e 19, ndo encontrados nas duas outras amostras.
Extratos de raizes adventicias obtidas de cotilédones e de raizes de plantas
obtidas in vitro originaram oito sinais, dentre os quais apenas os de niumero 9 e 17
nao foram visualizados em extratos dos explantes originais. Isto mostra que, além
da semelhanca com um material equivalente, estes materiais também mantém

uma composi¢do semelhante a existente antes da inducéo.
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A andlise por CLAE é importante para determinar o perfil de cada amostra
e poder comparar a presengca ou auséncia de diferentes constituintes nos
materiais estudados. Contudo, ainda € necessaria a identificacdo das
substancias, para que se possa avaliar adequadamente o potencial destes
materiais para a producéo de substancias bioativas.

Os compostos fendlicos, como os flavonoides e os estilbenoides, séo
substancias aromaticas que apresentam pelo menos uma hidroxila ligada
diretamente ao anel aromatico, a qual pode ainda apresentar seu hidrogénio
substituido. Substancias fendlicas séo divididas em diferentes grupos, por serem
bem diversas, e muitos de seus representantes apresentam atividades bioldgicas,
como a atividade antioxidante. A capacidade antioxidante dessas substancias
estd relacionada, principalmente, as propriedades redox dos grupamentos
hidroxila, capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs). Além
disso, a posicdo estrutural das hidroxilas € capaz de garantir estabilidade a
molécula. Segundo Benavente-Garcia et al. (2000), a capacidade antioxidante de
uma substancia fendlica € influenciada por uma combinacéo entre esses fatores,
que estdo também relacionados a presenca ou auséncia de estruturas
glicosidicas e sitio de glicosilacdo, ao nimero e posicdo dos radicais livres e
esterificados e a estrutura fendlica, entre outros.

A atividade antioxidante pode ser estimada por diversas metodologias que
vém sendo desenvolvidas para a andlise de produtos naturais. Estes métodos
incluem os ensaios de reducéo do ion férrico (ferric reducing antioxidant power -
FRAP), reducao do ion cuprico (cupric reducing antioxidant capacity - CUPRAC),
reducdo do ion cérico (ceric ion reducing antioxidant capacity - CeRAC), radical
ABTS*" (2,2'-azinobis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonato)), conhecido como
atividade antioxidante equivalente ao Trolox (Trolox equivalent antioxidant
capacity - TEAC), absorbancia do radical oxigénio (oxygen radical absorbance
capacity - ORAC) e a captura do radical DPPH, além de técnicas eletroquimicas
como a voltametria ciclica e de pulso diferencial, a coulometria e técnicas
acopladas (BORGES et al., 2011; CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013; KILINC, 2009).

No género Arachis, a determinacgéo do potencial antioxidante de extratos foi
testada por diferentes metodologias, incluindo o ensaio de reducgéo do ion de ferro
(CHANG et al., 2006; WANG et al., 2007), o método ORAC (CONSTANZA et al.,
2012; CRAFT et al.,, 2010; HOLLAND et al., 2011; SALES; RESURRECCION,
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2010), o método TEAC (CRAFT et al.,, 2010; DUNCAN et al., 2006; SALES;
RESURRECCION, 2010; YU; AHMEDNA; GOKTEPE, 2005), a determinacdo do
potencial antioxidante pelo sistema de ferro/ascorbato com acido linoléico
(antioxidative potency — AOP) (SHEM-TOV et al., 2012; WANG et al., 2005), o
método do acido tiobarbitarico (TBA) (WIN et al, 2011), a
fotoquimioluminescéncia (Photochemiluminescence — PCL) (CRAFT et al., 2010),
0 método de peroxidacao do acido linoléico (HUSSAIN et al., 2012), os ensaios de
captura dos radicais hidroxil, anion superoxido e peroxido de hidrogénio (WANG
et al., 2007), o sistema B-caroteno/acido linoléico (HUSSAIN et al., 2012) e o
ensaio de captura do radical DPPH (ABBASI et al., 2009; CHANG et al., 2006;
HUSSAIN et al., 2012; LOPES et al., 2013; QIU et al., 2012; WANG et al., 2005;
WANG et al., 2007; WIN et al., 2011).

O potencial antioxidante dos diferentes materiais estudados neste trabalho
foi determinado pelo método de captura do radical DPPH, por ser uma técnica
amplamente utilizada para avaliacdo de extratos de plantas, alimentos e
substancias puras, devido a sua estabilidade, rapidez, facilidade e sensibilidade
(CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013). A capacidade antioxidante dos extratos foi
expressa em ECs, correspondente a concentracdo de material necessaria para
reduzir 50 % do DPPH inicial da reacao, expressa em mg de extrato, de material
fresco ou de material seco de cada amostra estudada.

Dentre as amostras derivadas de sementes, aquelas com tegumento
apresentaram um potencial antioxidante bem maior que sementes sem tegumento
e cotilédones, com um ECsy equivalente a quase um terco do valor encontrado
nas outras amostras. Este resultado € uma evidéncia de maior concentracdo de
substancias antioxidantes, fato também observado em sementes de A. hypogaea,
cujo tegumento provou ser uma importante fonte de polifenéis com grande
potencial antioxidante, comparavel ao de sementes e cascas (epicarpo) de uvas
(YU; AHMEDNA; GOKTEPE, 2005) e maior que o de substancias utilizadas como
controle positivo, trolox e vitamina C (YU et al., 2006). Win et al. (2011), ao
comparar extratos de sementes com e sem tegumento desta espécie, detectou
uma quantidade de fendis totais superior ao dobro em extratos de sementes com
tegumento, além de uma atividade antioxidante significativamente maior. Como o
tegumento é a camada protetora da semente (DAVIS et al., 2010), representando

uma barreira fisica e quimica contra o ataque de patdégenos, uma grande
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diversidade de fitoalexinas, substéncias fendlicas produzidas em resposta a
estresses para protecao da planta, podem ser encontradas nesse tecido.

As amostras analisadas apresentaram uma faixa de ECsy entre 0,91 e
30,57 mg de extrato/mL de solucdo de DPPH, equivalente a 1,4 a 0,2 mg de
quercetina por 100 mg de amostra seca. O valor de ECsy obtido para extratos de
sementes com tegumento foi préximo ao de caules de plantas in vitro (10,53 mg
de extrato bruto/mL) e de raizes adventicias induzidas em resposta a AlA a 57 uM
(11,94 mg de extrato bruto/mL), AIB a 14,7 uM (12,05 mg de extrato bruto/mL) e
ANA a 54 uM (13,09 mg de extrato bruto/mL). Contudo, os extratos de diferentes
orgaos (folha, caule e raiz) de plantas mantidas in vivo em casa de vegetacao e
de plantas obtidas in vitro pela germinacdo do embrido zigético foram os que
apresentaram 0s maiores potenciais antioxidantes pelo ensaio do DPPH. Em
ambas, extratos de folhas apresentaram maior atividade, seguidos por extratos de
raizes e caules. Os extratos de folhas e raizes de plantas in vivo apresentaram
menor ECs (0,91 e 0,99 mg de extrato bruto/mL, respectivamente). A atividade
antioxidante destas amostras pode estar relacionada a presenca de substancias
fenodlicas, que foram observadas em maior nimero nos extratos de folhas de
plantas cultivadas in vitro e in vivo, assim como de raizes de plantas cultivadas in
vivo. Muitas destas bandas apresentaram também acdo antioxidante através do
ensaio de CCD-DPPH.

Extratos de raizes de quatro diferentes cultivares de A. hypogaea foram
avaliadas por Holland et al. (2011), determinando o potencial antioxidante pelo
método ORAC, expresso em equivaléncia de Trolox, dos extratos brutos e das
fracbes obtidas por CLAE. Estes autores obtiveram grande variacdo nos
resultados, mostrando que o potencial antioxidante depende ndo somente da
cultivar, mas das condicbes onde os diferentes gendtipos foram cultivados.
Da mesma maneira, as condi¢cdes de cultura e os fitorreguladores utilizados
podem ser responséaveis pelo aumento ou reducdo da producdo de diversas
substancias in vitro.

Embora as raizes adventicias induzidas em resposta a auxinas tenham
apresentado um potencial antioxidante intermediario entre as amostras testadas,
€ importante ressaltar que sistemas de cultura de tecidos com alta producédo de
biomassa, como culturas de calos e raizes, séo investimentos interessantes, pois

podem ser submetidos a processos de elicitacéo fisica, quimica ou biolégica, de



109

forma a modular a producédo de substancias de interesse (BAQUE et al., 2012;
KIM et al., 2004). Utilizando o ensaio do DPPH, extratos de folhas de onze
espécies silvestres e de A. hypogaea foram avaliados quanto a sua capacidade
antioxidante (LOPES et al., 2013). Dentre os extratos de folhas controle, sem
tratamento, A. simpsonii apresentou maior potencial antioxidante, seguido de A.
hypogaea Com a elicitacdo por radiagdo UV, cinco espécies apresentaram um
aumento estatisticamente significativo na sua porcentagem de atividade, dentre
as quais A. hypogaea demonstrou maior atividade antioxidante, com um aumento
de 44,63 para 60,69% de atividade. A elicitacdo de diferentes materiais pode ser
um recurso importante para o aumento da producao de substancias antioxidantes.

Dentre as substancias responsaveis pela atividade antioxidante no género
Arachis, o resveratrol tem se destacado. Chang et al. (2006) avaliaram a atividade
antioxidante de quatro substancias isoladas de extratos de sementes de A.
hypogaea, resveratrol, araquidina-1, araquidina-3 e trans-isopentadienilresveratrol
(IPD), com hidroxitolueno butilado (butylated hydroxytoluene - BHT), utilizado
como padrdo devido ao seu alto potencial antioxidante. Pelo método de FRAP,
resveratrol e araquidina-1 apresentaram maior atividade antioxidante que o
padrdo BHT, enquanto que pelo método do DPPH, resveratrol apresentou
atividade semelhante ao BHT, seguido de araquidina-1. A atividade antioxidante
observada neste trabalho pode também estar associada a presenca de
resveratrol, detectado em todas as amostras estudadas, além de outras
substéancias fendlicas.

Em resumo, neste trabalho foram estabelecidos diferentes sistemas de
cultura de calos, brotos e raizes adventicias a partir de explantes de sementes e
de plantas cultivadas in vitro de A. pintoi. Dentre eles, foram selecionadas culturas
de raizes adventicias em resposta a trés diferentes auxinas, além de amostras de
plantas in vivo e in vitro e de sementes, para avaliagédo fitoquimica da espécie. A
avaliacdo por CCD evidenciou a presenca de triterpenos e saponinas, além de
substancias fendlicas com intensa atividade antioxidante. Através da analise por
CLAE, foram detectadas 49 substancias, incluindo o resveratrol, que ndo havia
sido observado por CCD. Trés substancias encontradas estavam presentes
exclusivamente nas amostras de plantas in vitro, ndo sendo observadas em

condi¢gbes naturais. Os dados obtidos das cromatografias serdo utilizados para
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estabelecer os parametros das préoximas andlises, com o objetivo de identificar as
substéancias detectadas neste trabalho.
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CONCLUSOES

e Explantes de sementes (cotilédones, eixos e foliolos embrionérios), nds,
entrends e foliolos de plantas mantidas in vitro foram explantes adequados
para a inducdo de calogénese em meios suplementados com PIC, 2,4-D,
TDZ e combinacdes de BAP e ANA, tendo sua resposta modulada pela
concentracdo e tipo de reguladores de crescimento, assim como pela
condicao de luminosidade.

e O desenvolvimento de plantas foi obtido a partir de quase todos os
explantes, exceto foliolos embrionéarios e foliolos de plantas cultivadas in
vitro, por organogénese direta ou indireta.

e Meios contendo diferentes concentragcdes das auxinas ANA, AIA e AIB
induziram a formacdo de raizes adventicias, principalmente a partir de
cotilédones cultivados em meio liquido.

e Entre os sistemas de cultura liquida testados, a maior eficiéncia de inducao
de raizes foi obtida como o uso de AIB, sob agitacédo, e meio suplementado
com AIB ou ANA em sistema de ponte de papel filtro.

e O perfil fitoquimico determinado por CCD evidenciou a presenca de
triterpenos e saponinas nos extratos analisados, além de substancias
fendlicas, que também apresentaram atividade antioxidante, quando
analisadas por CCD-DPPH.

e As condicbes estabelecidas para analise por CLAE permitiram a deteccéo
de 49 sinais, incluindo o resveratrol, presente em todos 0s extratos.

e Os extratos produzidos serdo ainda utilizados para identificagcdo das
substancias antioxidantes através de outros métodos analiticos e também
submetidos a outros ensaios para a identificacdo de possiveis atividades
bioldgicas.

e As culturas estabelecidas serdo submetidas a metodologias de elicitacao

visando a modulacéo da producao de substancias de interesse.
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APENDICE - Cromatrogramas obtidos por CLAE

Figura 32 — Cromatograma de extrato de cotilédone (amostra 1) obtido por CLAE,
contendo resveratrol (R)
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Figura 33 — Cromatograma de extrato de semente com tegumento (amostra Il)
obtido por CLAE, contendo resveratrol (R)
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Figura 34 — Cromatograma de extrato de semente sem tegumento (amostra lll)
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Figura 35 — Cromatograma de extrato de folhas de plantas obtidas in vitro
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Figura 36 — Cromatograma de extrato de raizes de plantas obtidas in vitro
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Figura 37 — Cromatograma de extrato de caules de plantas obtidas in vitro
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Figura 38 — Cromatograma de extrato de folhas de plantas mantidas in vivo
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Figura 39 — Cromatograma de extrato de raizes de plantas mantidas in vivo
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Figura 40 — Cromatograma de extrato de caules de plantas mantidas in vivo
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Figura 41 — Cromatograma de extrato de raizes induzidas em resposta a ANA
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Figura 42 — Cromatograma de extrato de raizes induzidas em resposta a AlA
(amostra Xl) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R)
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Figura 43 — Cromatograma de extrato de raizes induzidas em resposta a AlB
(amostra Xll) obtido por CLAE, contendo resveratrol (R)
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