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RESUMO

SOUSA, Elisa~ndra da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2023.
PROPAGACAO in vitro DE Pereskia aculeata MILL. Orientador: Wagner Campos Otoni.
Coorientadora: Tatiane Dulcineia Silva.

Pereskia aculeata Mill., conhecida popularmente como ora-pro-nébis, ¢ uma planta
alimenticia ndo convencional, utilizada pela medicina popular no tratamento de queimaduras
e inflamacOes. Apresenta propriedades farmacoldgicas, como analgésica, antioxidante,
anticancerigena e nutracéutica, resultado de uma gama de compostos bioativos produzidos
pela espécie, tais como sesquiterpenos, compostos fendlicos e betalainas. Apesar da sua
importancia, ainda sdo escassos os trabalhos que visem estabelecer o cultivo in vitro de P.
aculeata. Notadamente, ainda ndo ha relatos de estudos sobre a influéncia das trocas gasosas e
qualidade da luz no desenvolvimento e producdo de compostos bioativos em P. aculeata
cultivada in vitro. A cultura de tecidos vegetais € uma alternativa vidvel para a multiplicacdo
de espécies medicinais em larga escala, pois € fonte potencial para producdo de metabdlitos
secunddrios de interesse. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo
de propagacdo in vitro e avaliar a influéncia de citocininas, meios de cultura, trocas gasosas,
concentracdes de sacarose e qualidade da luz na morfofisiologia de plantas de P. aculeata.
Para isso, foram conduzidos cinco experimentos: 1) Estabelecimento de protocolo de
desinfestacdo de P. aculeata; 1) Avaliacdo de citocininas no desempenho de explantes nodais
no estabelecimento in vitro de P. aculeata; 111) Avaliagdao de formulacdes de meios de cultura
no estabelecimento in vitro de P. aculeata; IV) Efeito das trocas gasosas e concentracdes de
sacarose na morfofisiologia e anatomia de P. aculeata cultivada in vitro; V) Influéncia da
qualidade de luz na morfofisiologia e na producdo de betalainas de P. aculeata cultivada in
vitro. Os resultados demostraram que para estabelecer de forma eficiente segmentos nodais de
P. aculeata in vitro, faz-se necessdrio a desinfestacdo dos explantes em solucdo de hipoclorito
de s6dio (NaOCl) a 2,5% de cloro ativo combinado a adi¢dao de 0,2% de Plant Preservative
Mixture (PPM) ao meio de cultura, e inoculacdo dos mesmos em meio de cultura Murashige e
Skoog (MS) contendo 1 mg L de meta-Topolina (mT). Além disso, a espécie pode ser
cultivada sob o sistema de cultivo hererotréfico, em meio de cultura suplementado com 15 g
L de sacarose e frascos vedados com tampas contendo uma membrana que permite taxa de
troca de CO, de 14 pL L! s! (TTCO, de 14 uL L' s), e/ou sob o sistema de cultivo
fotomixotréfico, em meio suplementado com 30 g L' de sacarose e frascos vedados com

tampas contendo duas membranas que permitem TTCO, de 25 pL L! s''. Na propagagio in



vitro de P. aculeata, a combina¢do dos espectros de luz Vermelho/Branco/Azul Médio
(V/B/AM) promoveram maior acimulo de betacianina. Este trabalho fornece novas
perspectivas em relagao aos efeitos da manipulagdo do meio e do ambiente de cultivo sobre o
desenvolvimento e o metabolismo secundario de P. aculeata, podendo auxiliar na otimizacao

de protocolos de propagacdo e de producdo in vitro de betalainas nessa espécie.

Palavras-chave: Ora-pro-ndbis; Sistemas de cultivo in vitro; Cultura de tecidos vegetais;
Betalaina.



ABSTRACT

SOUSA, Elisandra da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2023. In vitro
PROPAGATION OF Pereskia aculeata MILL. Advisor: Wagner Campos Otoni. Co-
advisor: Tatiane Dulcineia Silva.

Pereskia aculeata Mill., popularly known as ‘ora-pro-nébis’, is an unconventional food plant
used in folk medicine to treat burns and inflammation. It has pharmacological properties, such
as analgesic, antioxidant, anticancer and nutraceutical properties, due to a range of bioactive
compounds produced by the species, such as sesquiterpenes, phenolic compounds and
betalains. Despite its importance, few studies still aim to establish the in vitro cultivation of P.
aculeata. In particular, there are still no reports of studies on the influence of gas exchange
and light quality on the development and production of bioactive compounds in P. aculeata
grown in vitro. Plant tissue culture is a viable alternative for the large-scale multiplication of
medicinal species, as it is a potential source for producing secondary metabolites of interest.
This study aimed to develop an in vitro propagation protocol and evaluate the influence of
cytokinins, culture media, gas exchange, sucrose concentrations and light quality on the
morphophysiology of P. aculeata plants. To this end, five experiments were carried out: I)
Establishment of a P. aculeata disinfestation protocol; II) Evaluation of cytokinins on the
performance of nodal explants in the in vitro establishment of P. aculeata; 11I) Evaluation of
culture media formulations in the in vitro establishment of P. aculeata; 1V) Effect of
cytokinins on the performance of nodal explants in the in vitro establishment of P. aculeata;
IV) Effect of gas exchange and sucrose concentrations on the morphophysiology and anatomy
of P. aculeata grown in vitro; V) Influence of light quality on the morphophysiology and
betalain production of P. aculeata grown in vitro. The results showed that in order to
efficiently establish nodal segments of P. aculeata in vitro, it is necessary to disinfect the
explants in sodium hypochlorite (NaOCl) at 2.5% active chlorine combined with the addition
of 0.2% Plant Preservative Mixture (PPM) to the culture medium, and inoculate them in
Murashige and Skoog medium (MS) containing 1 mg L' of meta-Topolin (mT). In addition,
the species can be grown under the hererotrophic cultivation system, in culture medium
supplemented with 15 g L' sucrose and sealed flasks with lids containing a membrane that
allows a CO, exchange rate of 14 pL L' s' (TTCOz of 14 uL L' s!), and/or under the
photomixotrophic cultivation system, in medium supplemented with 30 g L' sucrose and
sealed flasks with lids containing two membranes that allow a TTCO» of 25 pL L! s\, In the
in vitro propagation of P. aculeata, combining the Red/White/Medium Blue (R/W/MB) light



spectra promoted greater betacyanin accumulation. This work provides new insights into the
effects of manipulating the growing medium and environment on the development and
secondary metabolism of P. aculeata, and may help to optimize propagation protocols and in

vitro production of betalains in this species.

Keywords: ‘Ora-pro-nobis’; In vitro culture systems; Plant tissue culture; Betalain.
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INTRODUCAO GERAL

Pereskia (Cactaceae) € um género nativo da América do Sul e, juntamente com o
género Maihuenia, formam a subfamilia Pereskioideae. Pereskia é composto por arbustos
folhosos e arvores, sendo considerado os representantes mais primitivos da familia Cactaceae
(Edwards e Donoghue, 2006). A distribuicdo das espécies desse género ocorre principalmente
em ambientes mésicos e xéricos (Mauseth, 1999). Dentre as espécies de Pereskia, a Pereskia
aculeata Miller é objeto de muitos trabalhos, por apresentar propriedades de interesses
biotecnoldgico e econdmico.

Conhecida como ora-pro-nobis, lobrobd, groselha-da-américa, trepadeira-limao ou
carne-de-pobre, € uma espécie trepadeira, de habito escandente, chegando a atingir até 10
metros de altura. No Brasil, pode ser encontrada entre os estados da Bahia e Rio Grande do
Sul, estando distribuida principalmente ao longo de restingas, clareiras florestais e matas
secundarias (Rosa e Souza, 2003; Arbo-Gallas e Vercoza, 2012). E considerada uma planta
alimenticia ndo-convencional (PANC) (Lorenzi e Kinupp, 2014), sendo bastante consumida
no interior do Brasil, principalmente no estado de Minas Gerais. Além disso, € amplamente
utilizada no tratamento de doencas pela medicina popular.

Como PANC, a P. aculeata se destaca por apresentar propriedades nutritivas de
interesse, como alto teor de proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas C e A, acido fdlico,
aminodcidos e sais minerais como ferro, cdlcio, potdssio, magnésio, manganés e zinco
(Takeiti et al., 2009; Almeida et al., 2014; Lorenzi e Kinnup, 2014; Souza et al., 2015; Maciel
et al., 2021). A ingestdo de P. aculeata na alimentagdo humana, além servir como fonte de
nutrientes, produz efeitos fisioldgicos e metabdlicos no organismo, sendo considerado um
alimento funcional (Almeida et al., 2014; Pinto e Scio, 2014; Vieira et al., 2019).

Na medicina popular, P. aculeata é utilizada no tratamento de queimaduras e
inflamacdes (Sartor et al., 2010). Estudos fitoquimicos identificaram diferentes carotenoides e
compostos fendlicos (Agostini-Costa et al., 2012) e revelaram potencial antioxidante (Ferreira
et al., 2013) e atividade analgésica (Pinto et al., 2015) em extratos de folhas de P. aculeata.
Além disso, suas folhas acumulam 6leos essenciais, tendo como principais constituintes a
classe dos sesquiterpenos oxigenados como acorona, (Z,Z)-metill-4,6-hexadecadieno, 1-
nonadeceno-ol e (SE,9E)-acetona farnesil (Souza et al., 2016), compostos estes de interesse
para as industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética (Silva et al., 2017).

Outra classe de compostos presente em plantas de P. aculeata sao as betalainas. As

betalainas sdo pigmentos hidrofilicos responsaveis pela coloracdo brilhante de flores, frutos,
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raizes e folhas de plantas ocorrentes na ordem Caryophyllales (Gandia-Herrero e Garcia-
Carmona, 2013). Pertencem ao grupo dos compostos nitrogenados e, sua biossintese ocorre a
partir do aminodcido tirosina por vdrias etapas quimicas enzimdticas e espontaneas
(Nakatsuka et al., 2013). Dependendo do ligante nas fracdes R1-N-R2 podem ser classificadas
em dois grupos estruturais: betaxantinas (coloragdo amarela) e betacianinas (coloracgio
vermelho-violeta) (Delgado-Vargas et al., 2000).

As betaxantinas sdo derivadas da condensacdo do 4cido betalamico com diferentes
aminas e aminodcidos, enquanto as betacianinas sdo resultado da condensacdo do 4cido
betalimico com o ciclo dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) (Gandia-Herrero e Garcia-
Carmona, 2013). O acido betalamico, estrutura basica de todas as betalainas, absorve luz no
comprimento de onda de 424 nm (Khan e Giridhar, 2015; Rodriguez-Amaya, 2016). As
betaxantinas, independente do aminoécido ligado ao radical livre, absorvem no comprimento
de onda médximo de 480 nm, ao passo que as betacianinas tem espectro de absorbancia
centrado no comprimento de onda de 536 nm (Gandia-Herrero e Garcia-Carmona, 2013).

Os pigmentos naturais apresentam menor estabilidade quando comparados aos
corantes sintéticos, no entanto, sado considerados inofensivos e até mesmo saudaveis, sendo
cada vez mais preferidos pela populacdo (Azeredo, 2009). As betalainas sdo usadas como
corantes alimentares desde o século XX e, em Beta vulgaris, além de serem usadas como
corantes alimentares naturais, sdo utilizadas em produtos farmacéuticos e cosméticos. Além
da coloracdo atraente, as betalainas apresentam fortes atividades antioxidante (Gandia-
Herrero et al., 2012) e anticancerigena (Khan et al., 2012). De acordo com Vinha et al. (2018),
o uso de pigmentos naturais pode contribuir na composi¢do nutricional do produto
industrializado, fornecendo proteinas, fibras, vitaminas, e outros ingredientes alimentares
funcionais.

No campo, a produgcdo de metabdlitos secundarios apresenta vdrias desvantagens,
como baixos rendimentos e flutuacdes nas concentracdes, devido a variacdes geogrificas,
sazonais e ambientais (Murthy et al., 2014). Lage (2015) e Lage et al. (2015) descreveram o
estabelecimento in vitro de P. aculeata, a partir de sementes, avaliaram a influéncia de
diferentes concentragdes de citocinina e auxina no desenvolvimento e posterior aclimatizacio;
bem ainda, avaliaram a producdo de betalainas a partir de cultura de calos e células em
suspensdo. Enquanto que, Tirado (2019), estabeleceu a producdo de raizes in vitro de P.
aculeata. No entanto, devido ao seu potencial farmacoldgico e alimenticio, faz-se necessario
realizar mais trabalhos com esta espécie, notadamente aqueles que visem o estabelecimento

de protocolos de propagacdo in vitro, inclusive com vistas a sua propagacao massiva.
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A biotecnologia € uma ferramenta amplamente utilizada para manipular e produzir
metabolitos secundérios de alta qualidade, sendo a cultura de tecidos vegetais uma das
técnicas mais utilizadas (Sharma et al., 2020). O cultivo in vitro possibilita a producao de
plantas em larga escala, de materiais geneticamente idénticos a planta mae e fisiologicamente
uniformes, produzidas em curto espaco de tempo e sem restricdo das condi¢cdes atmosféricas
(Nowakowska et al., 2022); tudo isso sob condi¢des assépticas e ambiente controlado. Dentro
da cultura in vitro, véarios fatores como temperatura, luz, meio de cultura, reguladores de
crescimento e trocas gasosas afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas e podem
ser otimizados para induzir a produ¢cdo de compostos bioativos de interesse (Faria et al.,
2019; Phillips e Garda, 2019; Silva et al., 2019; Fortini et al., 2021; Silva et al., 2021;
Farrokhzad et al., 2022).

Embora as técnicas de cultura de tecidos de plantas apresentem diversas vantagens, o
ambiente in vitro € sensivel a alguns problemas de ordem ambiental ou bioldgica. A
colonizacdo do meio de cultura e do explante por microrganismos contaminantes incluindo
fungos filamentosos, bactérias, virus, viroides e acaros, ocorre de forma rdpida e o explante
acaba morrendo em questdo de dias, o resultado disso € uma reducdo na taxa de explantes
vidveis, ocasionando perdas financeiras aos laboratérios de pesquisa e ao setor comercial
(Gammoudi et al., 2022).

O sucesso no estabelecimento de uma cultura in vitro depende da desinfestacdo, sendo
essa uma etapa crucial. A desinfestacdo consiste na eliminacdo de microrganismos
contaminantes como fungos e bactérias, epifitos ou endofiticos, que venham a estar
contaminando o material vegetal a ser utilizado. A eficiéncia da desinfestacao depende de
vérios fatores, como o tipo de contaminagdo, origem do material vegetal, tamanho, idade e
tipo do explante, estado fisiolégico da planta doadora, temperatura do ambiente de
crescimento, tipo e concentragdo do agente desinfetante e duragdo da imersdo (Silva et al.,
2015; Pepe et al., 2021; Gammoudi et al., 2022).

Na etapa de desinfestacdo in vitro, muitos compostos podem ser utilizados, por
exemplo, peroxido de hidrogénio (H202), cloreto de mercurio (HgClz), nitrato de prata
(AgNO:s), hipoclorito de célcio (Ca(ClO)2), etanol e hipoclorito de sédio (NaOCl) (Cuba-Diaz
et al., 2020; Ahmadpoor et al., 2022; Gammoudi et al., 2022). Sendo esse dltimo, 0 composto
mais utilizado. No entanto, a maioria dos tratamentos aplicados resolve apenas o problema
das contaminag¢des superficiais e, em plantas lenhosas, a desinfestacdo superficial apresenta
baixa eficiéncia para desenvolver culturas axénicas (Pence, 2005). A utilizacdo de compostos

biocidas na desinfestacdo de explantes ou sua adi¢ao ao meio de cultura, pode ser alternativa
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eficiente no controle de microrganismos endofiticos presentes em plantas lenhosas
(Orlikowska et al., 2012; Ho et al., 2022). O PPM (Plant Preservative Mixture®) é um biocida
de amplo espectro empregado no controle de contaminacdes endofiticas (Kushnarenko et al.,
2022). O estabelecimento de um protocolo de desinfestacdo eficiente que forneca o
desenvolvimento de culturas axénicas € ponto chave antes de dar inicio a estudos que visem a
incrementagdo do contetido de metabdlitos secundarios ou melhor crescimento de plantas
cultivadas in vitro.

Diferentes formulagdes de meios de cultura sdo utilizadas para promover o
crescimento e desenvolvimento de plantas in vitro. Os meios de cultura sdao constituidos
basicamente por macro e micronutrientes, vitaminas, fonte(s) de carbono, agentes
solidificantes e reguladores de crescimento (Ramage e Williams, 2002; Shahzad et al., 2017).
As diferentes formulagdes de meios de cultura diferem na concentracdo total de sais (forca
ionica) e no teor de nitrogénio (Carlin et al., 2015). De acordo com Minocha e Jain (2000), a
forma e a quantidade de nitrogénio no meio de cultura tém efeitos significativos na taxa de
crescimento e morfologia celular, e no potencial de regeneracdo. Na cultura de tecidos
vegetais, o meio de cultura mais utilizado é o MS (Murashige e Skoog, 1962), que € composto
por altos niveis de nitrogénio, com uma razdo relativamente alta de amoénio para nitrato
(Phillips e Garda, 2019). Apesar da sua ampla utilizacdo, o meio MS pode ndo ser o ideal
para o desenvolvimento de todas as espécies de plantas, pois estas apresentam diferentes
necessidades nutricionais. Assim, o fornecimento de um meio de cultura adequado para
determinada espécie pode induzir respostas in vitro desejadas.

As respostas de desenvolvimento em plantas cultivadas in vitro também sdo
influenciadas pela adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura. Diversos
reguladores de crescimento podem ser utilizados na inducdo de diferentes respostas
morfogénicas, como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno ou acido abscisico (Phillips e
Garda, 2019). No entanto, as auxinas e citocininas sdo os reguladores de crescimento mais
utilizados (Madzikane-Mlungwana et al., 2017; Smykalové et al., 2019; Ahmadpoor et al.,
2022; Santana et al., 2022). Os reguladores de crescimento sdo empregados principalmente na
regeneragdo de plantas in vifro, sendo as citocininas importantes para a proliferacdo
(Nowakowska et al., 2021). Além disso, apesar dos poucos estudos voltados para essa
aplicacdo, as citocininas também atuam na regulacdo do metabolismo secunddrio (Ptak et al.,
2013; Khan et al., 2018; Khanam et al., 2020).

Outro fator importante na cultura de tecidos vegetais se refere as trocas gasosas entre o

meio interno e externo dos frascos, que € limitado pelo tipo de vedacdo utilizado. Por
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apresentar baixa taxa de trocas gasosas, no sistema de cultivo in vitro convencional ¢é
observado uma elevada umidade e baixa concentragdo de CO> (Xiao et al., 2011; Nguyen et
al., 2020). Consequentemente, as plantas apresentam atividade fotossintética reduzida e sdo
observados distdrbios fisiologicos e anatdmicos (Xiao et al., 2011; Vahdati e Hassankhah,
2013; Nguyen et al.,, 2020). A fim de contornar esses problemas, o emprego de outros
sistemas de cultivo como o fotoautotrofico ou fotomixotréfico vem sendo testado em
diferentes espécies como Caesalpinia spinosa (Nufiez-Ramos et al., 2021), Billbergia zebrina
(Martins et al., 2015), Pfaffia glomerata (Corréa et al., 2015; Silva et al., 2019), Vernonia
condensata (Fortini et al., 2021), Prunus domestica (Gago et al., 2022), dentre outros. O uso
de tampas com membranas permedveis a gases nos diferentes sistemas de cultivo in vitro
promove o aumento das taxas fotossintéticas e da biomassa, além disso, pode influenciar no
metabolismo secunddrio das plantas (Xiao et al., 2011; Saldanha et al., 2012; Oliveira et al.,
2021; Carrari-Santos et al., 2023).

A luz € outro fator que pode ser controlado in vitro, sendo possivel alterar a sua
qualidade, intensidade e duracdo. O controle desses fatores permite a producdo de plantas com
caracteristicas desejadas. A qualidade da luz pode ser alterada utilizando diferentes fontes de
iluminacdo e diferentes espectros luminosos. Nos dltimos anos, os diodos emissores de luz
(LEDs) tém se destacado em relagdo aos sistemas de ilumina¢do convencionais, pois possuem
vida ttil mais longa e menor emissdao de calor, resultando assim em menores custos na
refrigeracdo (Dutta Gupta e Agarwal, 2017). Os LEDs permitem a escolha da qualidade
espectral correspondente a faixa de comprimento de onda especifico (Dutta Gupta e Jatothu,
2013). A combinacdo de diferentes composicdes espectrais de LEDs também pode ser
interessante, uma vez que ativa diferentes fotorreceptores de luz, resultando em diferentes
respostas fotomorfogénicas na planta (Kami et al., 2010). Além disso, a manipulagdo da
qualidade de luz favorece a sintese de compostos de interesse, pois estd diretamente envolvida
na regulacio de rotas de biossintese de varios metabdlitos (Alvarenga et al., 2015; Batista et
al., 2016; Batista et al., 2018; Silva et al., 2020; Rocha et al., 2022).

P. aculeata ¢ uma espécie de ampla utilizacdo, seus diferentes metabdlitos secundarios
sdo de interesse das industrias nutrac€utica, farmacéutica e alimenticia. Apesar da sua
importancia, ainda sdo escassos os estudos que visam estabelecer o cultivo de P. aculeata in
vitro. Até o momento nao foram realizados estudos sobre a influéncia das trocas gasosas e
qualidade da luz no desenvolvimento e na producio de betalainas em plantas de P. aculeata
cultivadas in vitro. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de

propagacdo in vitro e avaliar a influéncia de diferentes citocininas, meios de cultura, trocas
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gasosas e concentragdes de sacarose, e qualidade da luz na morfofisiologia de plantas de P.

aculeata.
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CAPITULO 1

Estabelecimento in vitro de ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Mill. — Cactaceae):
avaliacio da desinfestacdo quimica, citocininas, formulacoes de meios de cultura, trocas
gasosas e sacarose

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi estabelecer um protocolo de propagacdo in vitro por meio
da avaliacdo da desinfestacdo quimica, diferentes citocininas, meios de cultura, e da
concentracdo de sacarose e trocas gasosas de Pereskia aculeata Mill. Para isso, foram
realizados quatro experimentos: I) Estabelecimento de protocolo de desinfestagcdo de P.
aculeata; 11) Avaliacdo de citocininas no desempenho de explantes nodais no estabelecimento
in vitro de P. aculeata; I1I) Avaliagao de formulacdes de meios de cultura no estabelecimento
in vitro de P. aculeata; 1V) Efeito das trocas gasosas e concentragdes de sacarose na
morfofisiologia e anatomia de P. aculeata cultivada in vitro. A desinfestacdo dos segmentos
nodais de P. aculeata em solucdo de Hipoclorito de S6dio (NaOCl) a 2,5% e a adi¢do de 0,2%
de Plant Preservative Mixture (PPM) ao meio de cultura proporcionou maior taxa de assepsia
dos explantes crescidos in vitro. Plantas cultivadas em meio com meta-Topolina (mT)
apresentaram maior acimulo de biomassa, comprimento do caule e drea foliar, enquanto que
plantas crescidas em meio com 6-Benzilaminopurina (BAP) apresentaram maior numero de
folhas e maior atividade da peroxidase (POD), e o maior acumulo de betaxantina foi
observado em plantas cultivadas em meio contendo mT, Zeatina (Zea) e no controle (meio
sem adi¢cdo de regulador de crescimento). Os diferentes meios de cultura também afetaram o
desenvolvimento de P. aculeata in vitro. O meio Murashige e Skoog (MS) favoreceu o
acumulo de biomassa, enquanto plantas crescidas em meio Driver e Kuniyuki (DKW)
apresentaram maior comprimento de caule. Folhas e caule de plantas crescidas em meios
Quoirin e Lepoivre (QL), Correia et al. JADS) e Lloyd e McCown (WPM), aparentemente,
apresentam maior quantidade de células mucilaginosas. As condi¢des de cultivo heterotréfica
e fotomixotréfica proporcionaram maior acimulo de biomassa e favoreceram a fotossintese
de P. aculeata in vitro. As condi¢des de cultivo in vitro também causaram modifica¢des
anatomicas nas folhas e caule de P. aculeata. As folhas crescidas sob menor taxa de troca
gasosa (TTCO: de 14 uL L! s!') e meio sem sacarose, aparentemente apresentaram células

parenquimdticas menos pronunciadas e feixe vascular menos desenvolvido. Aparentemente,
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as células mucilaginosas em folhas de P. aculeata sdao mais pronunciadas quanto maior a
concentragdo de sacarose (30 g L) adicionada ao meio e maiores taxas de trocas gasosas
(TTCO de 25 uL L'sh, jé no caule, observou-se maior quantidade de células mucilaginosas
sob condi¢do de cultivo de menor taxa de troca gasosa, independente da concentracido de
sacarose (0, 15 ou 30 g L!). Para o estabelecimento eficiente de segmentos nodais de P.
aculeata in vitro, € indicado que a desinfestacdo dos explantes seja realizada em solucdo de
NaOCl a 2,5%, e inoculados em meio de cultura MS, acrescido de 1 mg L' de meta-Topolina
e contendo 0,2% de PPM, suplementado com 15 g L' e os frascos vedados com tampas que
permitem TTCO: de 14 uL L' s, ou suplementado com 30 g L' e os frascos vedados com

tampas que permitem TTCOzde 25 uL L s71.

Palavras-chave: Plant Preservative Mixture; Meta-Topolina; Betalaina; Propagacao

heterotréfica; Propagacdo fotomixotréfica.
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ABSTRACT

This study aimed to establish an in vitro propagation protocol by evaluating chemical
disinfestation, different cytokinins, culture media, sucrose concentration and gas exchange of
Pereskia aculeata Mill. To this end, four experiments were carried out: I) Establishment of a
disinfestation protocol for P. aculeata; 1I) Evaluation of cytokinins in the performance of
nodal explants in the in vitro establishment of P. aculeata; 11I) Evaluation of culture media
formulations in the in vitro establishment of P. aculeata; 1V) Effect of gas exchange and
sucrose concentrations on the morphophysiology and anatomy of P. aculeata grown in vitro.
Disinfecting the nodal segments of P. aculeata in a 2.5% solution of sodium hypochlorite
(NaOCl) and adding 0.2% Plant Preservation Mixture (PPM) to the culture medium provided
a higher rate of asepsis of the explants grown in vitro. Plants grown in medium with meta-
Topolin (mT) showed greater accumulation of biomass, stem length and leaf area, while
plants grown in medium with 6-Benzylaminopurine (BAP) showed a greater number of leaves
and greater peroxidase (POD) activity, and the greatest accumulation of betaxanthin was
observed in plants grown in medium containing mT, Zeatin (Zea) and the control (medium
without the addition of a growth regulator). The different culture media also affected the
development of P. aculeata in vitro. Murashige and Skoog medium (MS) favored biomass
accumulation, whereas Driver and Kuniyuki medium (DKW) plants showed greater stem
length. Leaves and stems of plants grown on Quoirin and Lepoivre medium (QL), Correia et
al. medium (JADS) and Lloyd and McCown medium (WPM) apparently have a greater
amount of mucilage cells. The heterotrophic and photomixotrophic growing conditions
provided greater biomass accumulation and favored photosynthesis in P. aculeata in vitro.
The in vitro cultivation conditions also caused anatomical changes in the leaves and stems of
P. aculeata. Leaves grown under a lower gas exchange rate (TTCO; of 14 uL L' s!') and
medium without sucrose showed less pronounced parenchymatous cells and a less developed
vascular bundle. Apparently, the mucilage cells in P. aculeata leaves are more pronounced
the higher the sucrose concentration (30 g L) added to the medium and the higher the gas
exchange rates (TTCO, of 25 pL L' s), while in the stem, a greater quantity of mucilage
cells was observed under cultivation conditions with a lower gas exchange rate, regardless of
the sucrose concentration (0, 15 or 30 g L™!). For the efficient establishment of nodal segments
of P. aculeata nodal segments in vitro, it is recommended that the explants be disinfected in a
2.5% NaOCl solution and inoculated in MS culture medium plus 1 mg L' of meta-Topolin

and containing 0.2% PPM, supplemented with 15 g L' and the vials sealed with lids that
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allow TTCOz of 14 pL L 57!, or supplemented with 30 g L' and the vials sealed with lids
that allow TTCO, of 25 uL L' s71.

Keywords: Plant Preservative Mixture; Meta-Topolin; Betalain; Heterotrophic propagation;

Photomixotrophic propagation.
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INTRODUCAO

Pereskia aculeata Mill. (Cactaceae) conhecida popularmente como ora-pro-nébis ou
lobrobd, é um arbusto folhoso considerado planta alimenticia ndo convencional (PANC),
bastante consumida no estado de Minas Gerais. Na medicina popular, € utilizada no
tratamento de queimaduras e inflamacgdes (Sartor et al., 2010), além de apresentar atividade
analgésica (Pinto et al., 2015). Estudos fitoquimicos dessa planta revelaram diferentes
carotendides e compostos fendlicos com atividade antioxidante (Agostini-Costa et al., 2012).
Além disso, seus pigmentos sdo de grande interesse da industria alimenticia, farmac€utica e
cosmética, pois apresentam cores atrativas, sdo potencialmente antioxidantes (Gandia-Herrero
et al., 2012) e apresentam atividade anticancerigena (Khan et al., 2012).

Visto a importancia farmacoldgica e alimenticia de P. aculeata, faz-se necessario
realizar estudos que visem a exploracdo dessa espécie in vitro, a fim de estabelecer um
protocolo de propagacdo e desenvolver estratégias para maximizar a producdo dos seus
compostos de interesse. A etapa de desinfestacdo dos explantes é um dos principais fatores
limitantes no estabelecimento de um protocolo de propagacao in vitro, sobretudo se o material
vegetal utilizado for proveniente de campo. Isso porque, materiais provenientes de campo
apresentam alta taxa de contaminagdo, tanto por fungos quanto por bactérias (Licea-Moreno
et al., 2020; Orlikowska et al., 2017), mesmo apds a desinfestacio. Com isso, 0
estabelecimento de um protocolo de desinfestacdo eficiente possibilita o cultivo axénico de
plantas.

A contaminacdo pode acontecer de duas formas, epifita ou endofitica; na primeira, os
microrganismos encontram-se habitando a superficie dos explantes, podendo ser resolvida
com procedimentos de desinfestacdo de rotina; enquanto que na segunda, ha a ultrapassagem
dessa barreira e estes infectam também os tecidos internos dos explantes (Kushnarenko et al.,
2022), sendo necessdrio realizar uma desinfestacdo mais profunda. Diversos agentes
desinfestantes podem ser utilizados nesse processo. A escolha do agente, da concentracao e do
tempo de exposicao vai depender da espécie, da origem do material e do tipo de explante
(Kushnarenko et al., 2022), sendo necessdrio realizar estudos para a adequagdo e, ou
otimizacao de protocolos a ser seguidos.

O etanol a 70% e o hipoclorito de sédio (NaOCl) sdo agentes desinfestantes
amplamente utilizados na desinfestacdo in vitro. No entanto, o uso de outros compostos, como
também a aplicacdo de antibidticos e biocidas € bastante comum, e a combinagdo desses

agentes pode ser uma alternativa vidvel. O Plant Preservative Mixture® (PPM) é um biocida
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de amplo espectro, que tem como alvo enzimas especificas do ciclo de Krebs e da cadeia de
transporte de elétrons (Compton e Koch, 2001). Entre os biocidas, se destaca devido sua
eficdcia na prevencao e controle de contaminag¢des na cultura de tecidos (Leao et al, 2020).

A cultura de tecidos apresenta destacada aplicacdo na producdo de moléculas de
interesse farmacéutico em plantas medicinais, pois além de promover a multiplicacio massiva
de plantas e em curto espaco de tempo (Nuifiez-Ramos et al., 2019), permite a alteracdao de
diversos fatores que incrementam a producdo dessas moléculas. No ambiente in vitro, fatores
fisico-quimicos como luz, temperatura, umidade, disponibilidade de dgua, sais minerais e
hormoénios afetam o crescimento e desenvolvimento de plantas (Shahzad et al., 2017). No
entanto, por ser um ambiente controlado, permite que esses fatores sejam manipulados, a fim
de potencializar a produ¢do de metabolitos secunddrios, seja por meio da otimiza¢do do meio
ou do ambiente in vitro.

Os meios de cultura sdo compostos por nutrientes inorganicos (macro e
micronutrientes), vitaminas, fonte de carbono, agente solidificante e reguladores de
crescimento (Phillips e Garda, 2019; Shahzad et al., 2017). Ao decorrer dos anos, diferentes
meios foram elaborados, sendo alguns destes modificados para melhor atender as
necessidades nutricionais das diferentes espécies de plantas. Na cultura de tecidos, o meio
desenvolvido por Murashige e Skoog (MS) (Murashige e Skoog, 1962) € o mais usual, sendo
caracterizado por apresentar alta concentracdo de nitrato (NO3’), potdssio (K*) e amonia
(NH4%). No entanto, a depender da espécie, diferentes meios de cultura podem ser o mais
adequado para induzir respostas in vitro desejadas (Phillips e Garda, 2019; Silva et al., 2019).

A adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura € outro ponto chave na
modificacdo do meio, tornando-se essencial em casos em que o explante necessita de um
estimulo externo para conseguir se desenvolver, principalmente aqueles de plantas lenhosas.
As citocininas desempenham um papel importante no estabelecimento de uma
micropropagacao bem sucedida (Ivanova e Van Staden, 2008). O 6-benzilaminopurina (BAP)
€ a citoninina mais utilizada na cultura de tecidos vegetais (Krishna Vrundha, et al., 2021). No
entanto, problemas como variagdo somaclonal sdo bastante comuns em culturas crescidas em
meio contendo BAP (Biswas et al., 2009).

Muitos estudos tém sido realizados a fim de substituir o uso do BAP por outras
citocininas. As topolinas sd3o uma alternativa em substitui¢do as citocininas tradicionais,
sendo a N6-(3-hidroxilbenzil)adenina (conhecida como meta-Topolina ou mT) proposta como
melhor alternativa (Werbrouck et al., 1996). Estudos com mT relatam maior proliferacdo de

brotos, melhor enraizamento e aclimatacdo (Aremu et al., 2012). Além disso, tem efeito no
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alongamento de brotos em espécies como Cannabis sativa, Eriocephalus africanus e
Mammillaria hernandezii (Lata et al., 2016; Madzikane-Mlungwana et al., 2017; Lézaro-
Castellanos et al., 2018).

A propagacio in vitro convencional é baseada em um sistema hererotréfico, em que o
meio de cultura € suplementado com uma fonte de carbono externa que fornece energia para o
desenvolvimento do explante (George et al., 2008; Saldanha et al., 2012), e os recipientes sao
vedados com tampas que nao possuem sistema de ventilagdo. Nesse sistema, os conteidos de
oxigénio e diéxido de carbono sdo limitados (Meimand et al., 2021), pois hd pouca ou
nenhuma troca gasosa entre o ambiente in vitro e ex vitro. Como resultado, baixa taxa
fotossintética, redugdo no crescimento das plantulas, alta umidade relativa e alta concentracio
de etileno no interior dos frascos, além de distirbios anatdomicos e fisiologicos, e alta taxa de
mortalidade das plantas durante a aclimatacdo sdo observados (Xiao et al., 2011; Saldanha et
al., 2012; Vahdati e Hassankhah, 2014; Nguyen et al., 2020).

As tampas com membranas tém sido amplamente utilizadas, para contornar esses
problemas, e seu emprego ocorre em dois sistemas, o fotomixotréfico e o fotoautotréfico. No
sistema fotomixotréfico o meio de cultura € suplementado com uma fonte de carbono (agucar)
e os frascos sdo vedados com tampas com a presenca de membranas. Esse sistema permite
maiores trocas gasosa, maior taxa de crescimento, melhora o0s aspectos anatdomicos,
fisiolégicos e a morfologia das plantas, a taxa de transpirac@o e a sobrevivéncia de plantas na
fase de aclimatizacdo (Nepomuceno et al., 2009; Saldanha et al., 2012; Sevéikova et al.,
2019). Por outro lado, no sistema fotoautotréfico ndo ha adi¢do de agucares no meio de
cultura, no entanto, hd a presenca de membranas nas tampas utilizadas para vedar os frascos.
Nessas condi¢cdes, normalmente sdo produzidas plantas sauddveis e com maiores taxas
fotossintéticas (larema et al., 2012; Martins et al., 2015; Assis et al., 2016), que se
assemelham as plantas crescidas em ambiente ex vitro, permitindo assim uma aclimatizagdo
répida (Tisarum et al., 2018).

Esse trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo de propagacdo in vitro de P.
aculeata por meio da avaliagdo da desinfestacdo quimica, adi¢do de diferentes citocininas,

meios de cultura, e da concentracio de sacarose e trocas gasosas.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Estacas herbaceas de planta matriz de Pereskia aculeata, mantida sob condi¢des de
campo no campus da Universidade Federal de Vigosa (20°4526.5"S 42°52'11.6"W), foram
utilizadas como fonte de material propagativo in vitro. Os trabalhos foram executados em
concordancia com o Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN), sob cadastro nimero A2F2BBS.

Para o estabelecimento in vitro o tamanho das estacas foi reduzido (~ 10 cm) e suas
folhas foram cortadas a metade, com o auxilio de tesoura de poda. Em seguida, os propagulos
foram imersos em dgua contendo detergente doméstico (Quimio Inddstria e Comércio LTDA.,

Muriaé, MG, Brasil) a 10% (v/v) e, posteriormente, enxaguadas em dgua corrente.

Experimento I: Estabelecimento de protocolo de desinfestaciao de Pereskia aculeata

Visando ao estabelecimento in vitro, foram utilizados dois protocolos de
desinfestacdo: Hipoclorito de Sédio (NaOCl) com 2,0 a 2,5% de cloro ativo, ou solugdo de

Plant Preservation Mixture® (PPM) a 5% (v/v).

Hipoclorito de Sodio

Inicialmente as estacas foram emergidas em dalcool 70% por 2 min, seguido por
desinfestagdo em solugdo de NaOCl 2,0 a 2,5% de cloro ativo (Super Globo Quimica,
Contagem, MG, Brasil) com 2 gotas de Tween 20® por 20 min e, posteriormente, as estacas
foram enxaguadas 4 vezes com 4gua purificada (Elix® 70 Water Purification System, Merck
Millipore, Alemanha) e autoclavada (Autoclave Vertical, PHOENIX, Araraquara, SP, Brasil),

sob camara de fluxo laminar.

Plant Preservation Mixture

As estacas (~ 10 cm) foram acondicionadas em recipientes contendo solu¢do de PPM
(Plant Cell Technology Inc., Washington, DC, USA) a 5% (v/v) em agua purificada e

autoclavada, e mantidas sob agitacdo com auxilio de barra magnética em agitador magnético
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por 4 h. Em seguida, foram enxaguadas 4 vezes em dgua purificada e autoclavada, sob cdmara

de fluxo laminar.

Preparo do meio e condicoes de cultivo

Segmentos nodais (~ 1,5 cm de comprimento) contendo uma gema foram utilizados
como explantes. Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio (25 mm x 150
mm) em meio com sais e vitaminas de MS (Murashige e Skoog, 1962) (PhytoTecnology
Laboratories®, Kansas, EUA), 100 mg L™ mio-inositol (Sigma Chem. Co. St Louis, EUA), 1
mg L' de mT (Phytotechnology Lab®), 30 g L' de sacarose (Phytotechnology Lab®), 7 g L!
de Agar (Plant TC Micropropagation Grade, Phytotechnology Lab®), na presenca 0,2% (v/v)
ou auséncia de PPM. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 com 1 N de NaOH, antes da
adicdo de 4gar. Os tubos foram tampados com tampa de polipropileno. O meio foi
autoclavado a 121 °C e 108 kPa, por 20 min.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 1°C,
fotoperiodo de 16 h, e sob irradiancia de 50 umol m2 s ! fornecida por ldmpadas diodo
emissor de luz (LED) branca (SMD 100, 18 W, Vilux®, Vitéria, ES, Brazil), quantificada por
um radidmetro LI-250A (Li-Cor® Inc., Lincoln, NE, EUA).

As taxas de contaminacdes flingica e bacteriana foram avaliadas por meio de
observagao durante 4 semanas de cultivo. O experimento foi conduzido em fatorial duplo 2x2,
(desinfestacao dos explantes em solu¢do de NaOCl a 2,0 a 2,5% ou em solucdo de PPM a 5%
(v/v) x Meio de cultura contendo ou ndo 0,2 % (v/v) de PPM). Foi realizado em triplicata,

com 15 explantes em cada tratamento, totalizando 45 repeti¢des.

Experimento II: Avaliacdo de citocininas no desempenho de explantes nodais no
estabelecimento in vitro de Pereskia aculeata

Desinfestacdo do material vegetal

A desinfestacdo do material vegetal foi realizada conforme descrito anteriormente.
Inicialmente as estacas foram emergidas em dlcool 70% por 2 min, seguido por desinfestagdo
em solu¢do de NaOClI 2,0 a 2,5% de cloro ativo (Super Globo Quimica, Contagem, MG,
Brasil) com 2 gotas de Tween 20® por 20 min e, posteriormente, as estacas foram enxaguadas

®

4 vezes com d4gua purificada (Elix~ 70 Water Purification System, Merck Millipore,
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Alemanha) e autoclavada (Autoclave Vertical, PHOENIX, Araraquara, SP, Brasil), sob

camara de fluxo laminar.
Preparo do meio e condigcdes de cultivo

Segmentos nodais (~ 1,5 cm de comprimento) foram utilizados como explantes e
inoculados em meio conforme anteriormente descrito, todavia sob cinco diferentes tipos de
citocininas ou suas combinacdes (1 mg L' de meta-Topolina (mT), 1 mg L' de 6-
Benzilaminopurina (BAP), 1 mg L' de Zeatina (Zea), 0,5 mg L' de BAP + 0,5 mg L' de
mT), além do meio sem a adicao de reguladores de crescimento (controle)).

Os frascos com capacidade de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura foram
vedados com tampas rigidas de polipropileno com duas membranas PTFE de 0,45 pm de
poros (MilliSeal® AVS 045, Air Vent, Téquio, Japdo) para trocas gasosas.

As culturas foram mantidas por 40 dias em sala de crescimento sob irradiancia de 50
umol m? s, temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16 h. Apés esse periodo as plantas
foram coletadas para determinagdo das varidveis de crescimentoe andlises fisioldgicas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, totalizando
cinco tratamentos (mT, BAP, Zea, BAP + mT e controle) com 10 repeticdes cada. Cada

repeticao consistiu por um frasco contendo trés explantes.

Experimento III: Avaliacio de formulacoes de meios de cultura no estabelecimento in
vitro de Pereskia aculeata

Desinfestacdo do material vegetal, preparo do meio de cultura e condigoes de cultivo

A desinfestacdo do material vegetal proveniente do campo foi realizada conforme
descrito anteriormente.

Nessa etapa, os segmentos nodais (~ 1,5 cm de comprimento) foram inoculados em
cinco diferentes formulagdes de meio nutritivo: DKW (Driver e Kuniyuki, 1984; Sigma-
Aldrich®), JADS (Correia et al., 1995; baseado em solucdo estoque), MS (Murashige e Skoog,
1962; PhytoTechnology Lab®), QL (Quoirin e Lepoivre, 1977; Sigma- Aldrich®) e WPM
(Lloyd e McCown, 1980, 1981; Sigma—Aldrich®) (Tabela 1). Todos os meios foram
suplementados com vitaminas do meio DKW (1 mg L' de 4cido nicotinico, 2 mg L de
tiamina HCl e 2 mg L' de glicina), 30 g L' de sacarose (Phytotechnology Lab®), 100 mg L'
de mio-inositol (Sigma Chem. Co.), 1 mg L' de mT (Phytotechnology Lab®), 0,2% (v/v) de
PPM e 7 g L! de dgar (Plant TC Micropropagation Grade, Phytotechnology Lab®).
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Antes da inclusdo do dgar o pH dos meios foi ajustado para 5,7 = 0,1. Os meios foram
vertidos em frascos de vidro de 250 mL de capacidade, contendo 50 mL de meio em cada
frasco, em seguida, os frascos foram esterilizados em autoclave a 121°C e 108 kPa por 20
min. Os frascos foram vedados com tampas de polipropileno com duas membranas fluoroporo
hidrofébica (PTFE, MilliSeal AVS-045 Air Vent) de 0,45 um de poros).

As culturas foram mantidas sob as mesmas condi¢des de ambiente anteriormente
descritas. Apds esse periodo as plantas foram coletadas para determinagdo das varidviesde
crescimento, andlises morfoanatdmicas e fisioldgicas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, totalizando
cinco tratamentos (DKW, JADS, MS, QL e WPM) com 10 repeti¢des cada. Cada repeticao

consistiu por um frasco contendo trés explantes.

Experimento IV: Efeito das trocas gasosas e concentracoes de sacarose na
morfofisiologia e anatomia de Pereskia aculeata cultivada in vitro

Desinfestacdo do material vegetal

A desinfestacdo do material vegetal proveniente do campo foi realizada conforme

descrito anteriormente.
Preparo do meio e condicoes de cultivo

Os segmentos nodais (~ 1,5 cm de comprimento) foram inoculados em meio com sais
e vitaminas de MS (Murashige e Skoog, 1962) (PhytoTecnology Laboratories®, Kansas,
EUA), 100 mg L mio-inositol (Sigma Chem. Co. St Louis, EUA), 1 mg L' de mT
(Phytotechnology Lab®), 7 g L' de Agar (Plant TC Micropropagation Grade,
Phytotechnology Lab®), 0,2% (v/v) de PPM, e contendo 0, 15 ou 30 g L' de sacarose. O pH
do meio foi ajustado para 5,7 £ 0,1 com 1 N de NaOH, antes da adicdo de dgar. Os frascos
foram vedados com dois diferentes tipos de vedagdo: tampas rigidas de polipropileno (TRP)
sem membrana, que permite taxa de troca de CO, (TTCO>) de 14 uL L' 5! ¢ TRP com dois
orificios de 10 mm cada, cobertos por membranas e TTCO, de 25 pL L' s}, conforme Batista

et al. (2017).
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As culturas foram mantidas sob as mesmas condi¢des de ambiente anteriormente
descritas. Apds esse periodo as plantas foram coletadas para determinacido das varidveis de
crescimento, andlises morfoanatdmicas e fisioldgicas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 3, sendo dois tipos de taxa de troca de CO, (TTCO: de 14 pL L' 5! e TTCO, de
25 uL L!stetres concentracoes de sacarose (0, 15e30 g L), resultando em 6 tratamentos

com dez repeti¢des cada. Cada repeti¢ao consistiu por um frasco contendo trés explantes.

Analises
Varidveis de crescimento

Ap6s 40 dias de cultivo in vitro, as plantas foram avaliadas quanto ao comprimento
total da parte aérea (cm), massa fresca (g), massa seca (g), numero de folhas e area foliar
(cm?). Para a determinacio da drea foliar, as folhas foram destacadas, fixadas em papel branco
plastificado, fotografadas com camera digital, e as imagens processadas no programa Imagel
(Schneider et al., 2012). Para obtencdo da massa seca (g), o material vegetal foi seco em

estufa a 50 °C por 72 h.

Quantificagdo de betalainas

Para obtenc¢ado do extrato concentrado de betalainas utilizou-se o protocolo descrito por
Lage (2015). A extracdo foi realizada em metanol a 80 % durante 30 min, sob agitacao
constante, em seguida, o material foi centrifugado a 4.000 g por 10 min.

O conteddo de betacianina e betaxantina foi avaliado em um leitor de microplacas
(Leitor de ELISA e Fotdmetro de Microplacas Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific Inc.).
A absorcdo de luz a 538 nm foi utilizada para calcular a concentracdo de betanina (principal
betacianina), enquanto a absor¢do a 476 nm para o conteido de vulgaxantina-I (principal
betaxantina).

O célculo da absor¢do de luz pela betanina e vulgaxantina-I foi realizado de acordo
com as seguintes equacoes:

x=1,095.(a-c)

z=a—x

y=b-z-(x/3,1)
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Onde:

a = absor¢do de luz da amostra a 538 nm

b = absor¢do de luz da amostra a 476 nm

¢ = absor¢do de luz da amostra a 600 nm

x = absor¢do de luz de betanina sem as impurezas

y = absor¢do de luz da vulgaxantina-I corrigido pela contribui¢do da betanina e das
impurezas

z = absor¢ao de luz das impurezas

Para a determinagdo das concentragdes de betanina e vulgaxantina-I aplicou-se o valor
de absortividade (A'%) de cada pigmento, que representa o coeficiente de extingdo em 1% de
solucdo. Segundo Wyler e Dreiding (1957) e Piattelli e Minale (1964), a absortividade da
betanina corresponde a 1120 e da vulgaxantina-I a 750.

A concentragdo de betalainas totais a partir da quantificacio de betanina e
vulgaxantina-I foi estabelecida a partir da Lei de Beer-Bourguer-Lambert, a qual relaciona a
absorvancia (A) com a concentragdo (c) da substancia absorvente, de acordocom A=a.b.c.

Onde:

a = absortividade

b = comprimento do percurso 6ptico (0,5 cm)

¢ = concentragdo da substancia absorvente (g/L)
Determinacao da atividade fotossintética

Para determinacdo da atividade fotossintética in vitro, utilizou-se um sistema de
analisador de gés infravermelho (IRGA, model S151; Qubit Systems, ON, Canada) adaptado,
proposto por Costa et al. (2014). Nesse sistema, a fonte de energia luminosa € fornecida por
uma combinacdo de 1ampadas LEDs no espectro vermelho e azul, dispostas no interior das
laterais de um recipiente de poliestireno expandido. Antes da andlise, as plantas foram
mantidas na auséncia de luz por um periodo de 8 horas.

A taxa fotossintética in vitro (A) foi dada pela seguinte férmula:

A I m2s-1) = ACO,
pmotm =S " Mol.Flow

Onde,
ACO,(ppm) = CO, dereferéncia — CO, de andlise
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Taxa de fluxo de ar (L min™1)
Mol.Flow =

Constante dos gases perfeitos (22,4) X Temperatura (K)
( 600000 )

Area foliar (cm?)

Determinacao da atividade das enzimas do estresse oxidativo

As enzimas peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT), peroxidase oxidoredutase
(POD) e superdxido dismutase (SOD) foram extraidas por homogeneizacdo de 50 mg de
material fresco da parte aérea com 1 mL do meio de extracdo (tampao fosfato de potdssio a
0,1 M, pH 6.8; é&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0.1 mM; fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) a 1 mM e PVPP 1% (p/v). O material foi centrifugado a 10000 xg
durante 15 min a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico bruto.

Para a determinacgdo da atividade da APX a metodologia proposta por Nakano e Asada
(1981) foi utilizada. A leitura dos extratos foi realizada em comprimento de onda de 290 nm e
a atividade enzimatica foi calculada utilizando um coeficiente de extingdo molar igual a 2,8
M1 cml. A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Havir e McHale (1987).
A leitura foi realizada no comprimento de onda de 240 nm e para o célculo da atividade
enzimatica foi utilizado um coeficiente de extingdo molar igual a 36 mM™! cm™!. A atividade
da POD foi determinada conforme descrito por Kar e Mishra (1976). A leitura foi realizada a
470 nm e a atividade enzimatica foi calculada utilizando um coeficiente de extingdo molar
igual a 2,47 mM™ cm! (Chance e Maehly, 1955). A atividade da SOD foi determinada como
descrito por Del Longo et al. (1993). Antes da leitura de absorbancia a 560 nm, as amostras
foram mantidas em camara de reacdo, iluminada com lampadas de 15 W, durante 5 min e a
25°C. A leitura do branco foi realizada nas mesmas condi¢des, no entanto, na auséncia de luz.
Uma unidade de SOD equivale a quantidade de enzima necessaria de SOD para inibir em
50% a fotorredugcdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT) (Beauchamp e Fridovich, 1971). A
atividade da SOD foi expressa em U min' mg™' de proteina, enquanto APX, CAT e POD

foram expressos como umol min' mg™! proteina.

Caracterizacdo anatomica

Para avaliacdo anatdmica, sec¢des transversais da regido mediana do segundo par de

folhas e da regido mediana do segundo internédio do caule foram coletadas e fixadas em
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solug@o de glutaraldeido (4%). Em seguida, as amostras foram desidratadas em série etilica
de concentracdo crescente e incluidas em historesina acrilica (Historesin, Leica Instruments,
Alemanha). Secgoes transversais de 5 um de espessura foram obtidas em microtomo rotativo
de avango automdtico (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA). As seccdes obtidas foram
coradas com azul de toluidina (pH 4,7) por 3 minutos (O’Brien et al., 1964). Posteriormente,
as laminas foram montadas em Permount® SP15-500 (Fisher Scientific) e as imagens foram
capturadas em microscépio de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-
photo, acoplado a camera fotografica digital (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments

Inc.) e microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic.

Anadlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz, 2016).
Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Exceto os dados do Experimento I

que, por sua vez, foram submetidos ao teste de Qui-quadrado.
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RESULTADOS

Experimento I: Estabelecimento de protocolo de desinfestaciao de Pereskia aculeata

Os diferentes tratamentos de desinfestacdo quimica influenciaram significativamente a
taxa de contaminacdo de explantes de P. aculeata por bactérias e fungos (Figura 2).

A menor taxa de contaminagdo foi observada em explantes desinfestados em solucao
de NaOCl a 2,5% e inoculadas em meio de cultura MS na presenca de 0,2% de PPM, com
taxa de assepsia dos explantes de 73%, taxa de contaminagdo flingica de 22%, bacteriana de
4% e a associacdo fungo/bactéria ndo foi observado em plantas desse tratamento. Por outro
lado, plantas desinfestadas na mesma solu¢do, mas inoculadas em meio MS sem PPM
apresentaram apenas 49% de explantes livres de contaminagdes; a taxa de contaminagdo
fingica, bacteriana e associa¢do fungo/bactéria foi de 40, 9 e 2%, respectivamente. Com
relacdo aos explantes inoculados em meio MS com 0,2% de PPM, porém desinfestados em
solugdo de PPM a 5% foram observados 49% de explantes assépticos, € a taxa de
contaminagdo fungica, bacteriana e a associacdo fungo/bactéria foi de 24, 20 e 7%,
respectivamente. Quando desinfestados em solu¢do de PPM a 5% e inoculados em meio MS
na auséncia de PPM, observou-se taxa de contaminacdo fingica de 49%, bacteriana de 27% e
por fungos e bactérias, em associacdo, de 7% nos explantes; e a porcentagem de explantes

assépticos foi a menor dentre todos os tratamentos (18%).

Experimento II: Avaliacdo de citocininas no desempenho de explantes nodais no
estabelecimento in vitro de Pereskia aculeata

Em relacdo aos pardmetros de crescimento, houve diferencas significativas para todas
as caracteristicas avaliadas, exceto para massa fresca da folha (Figuras 3B). A maior massa
seca da folha foi observada em plantas de P. aculeata cultivadas em meio contendo mT
(Figura 3C). Plantas crescidas em meio suplementado com Zeatina apresentaram menor
acimulo de massa fresca do caule, quando comparada as plantas crescidas sob os demais
tratamentos (Figura 3D). Em relacdo a massa seca do caule, as maiores médias para essa
varidvel foram observadas em plantas crescidas sob meio de cultura suplementando com mT,
BAP + mT ou BAP (Figura 3E). Explantes cultivados em meio suplementado com mT ou

BAP + mT apresentaram maior comprimento de caule (Figura 3F). A maior area foliar foi

observada em plantas cultivadas em meio suplementado com mT (Figura 3G), e o maior
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nimero de folhas foi encontrado em explantes cultivados em meio com BAP ou BAP + mT
(Figura 3H).

A atividade da enzima POD aumentou em plantas cultivadas em meio de cultura
contendo BAP (Figura 4A). J4 para a enzima CAT, sua maior atividade foi observada em
plantas cultivadas em meio de cultura sem reguladores de crescimento, enquanto que a
atividade da enzima SOD foi maior em plantas cultivadas em meio de cultura sem reguladores
de crescimento ou contendo mT (Figuras 4B e 4C). Nao houve diferenca significativa na
atividade da APX (Figura 4D).

Plantas de P. aculeata cultivadas in vitro em meio com BAP apresentaram reducao
significativa no conteido de betaxantina, quando comparadas aos demais tratamentos (P
<0,05) (Figura 5A), que ndo diferiram entre si. Por outro lado, ndo foram observadas
diferencas significativas para o conteido de betacianina e de betalainas totais em plantas

cultivadas sob diferentes citocininas (Figuras 5B e 5C).

Experimento III: Avaliacio de formulacoes de meios de cultura no estabelecimento in
vitro de Pereskia aculeata

Plantas de P. aculeata cultivadas em diferentes meios de cultura apresentaram
diferencgas significativas para as varidveis massa fresca da folha, massa fresca do caule e
comprimento do caule (P<0,05). As plantas crescidas em meio MS e QL apresentaram
maiores valores médio de massa fresca da folha (Figura 6B). As maiores médias para massa
fresca do caule foram observadas em plantas crescidas em meio MS, QL e DKW (Figura 6D).
Enquanto que o menor comprimento do caule foi observado em plantas de P. aculeata
cultivadas sob meio JADS (Figura 6G). As varidveis massa seca da folha e do caule, drea
foliar e numero de folhas ndo foram afetadas pelos meios de cultura testados (Figuras 6C, 6E,
6F e 6H, respectivamente).

A atividade fotossintética de plantas de P. aculeata cultivadas in vitro sob diferentes
meios de cultura ndo apresentou diferenca significativa (Figura 7).

Os diferentes meios de cultura influenciaram na organizacdo histologica de folhas e
caule de P. aculeata cultivada in vitro. No geral, as folhas de P. aculeata sob os diferentes
meios de cultura apresentaram epiderme unisseriada, folhas anfiestomdticas, e o feixe
vascular do tipo colateral circundado por parénquima fundamental, e caules com epiderme

unisseriada, colénquima subepidérmico e feixe vascular do tipo colateral (Figura 8).
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O crescimento secunddrio foi observado em caules desenvolvidos sob os diferentes
meios de cultura, e foi representado pelo cambio vascular que produz predominantemente
xilema secundario, e fibras do floema mais pronunciadas (Figuras 8A, 8E, 81, 8M e 8Q).

Foi observada a diferenciagdo do parénquima nas folhas de P. aculeata in vitro em
parénquima clorofiliano palicddico e o lacunoso. Essas modificacdes foram mais evidentes no
mesoOfilo de folhas cultivadas sob condi¢des de meio de cultura WPM e MS, sendo
caracterizado como dorsiventral (Figuras 8L e 8P).

Em todos os tecidos estudados nesse trabalho, foram encontradas células
mucilaginosas. Em caules de P. aculeata crescidos em meio QL, JADS e WPM, as células
mucilaginosas foram mais pronunciadas, no entanto, em meio JADS, sdo aparentemente
menos desenvolvidas (Figuras 8A, 8E e 8I). J4 em folhas de P. aculeata, as células
mucilaginosas aparentemente sdo menos desenvolvidas quando crescidas em meio DKW

(Figuras 8R).

Experimento IV: Efeito das trocas gasosas na morfofisiologia e anatomia de Pereskia
aculeata cultivada in vitro

Plantas de P. aculeata desenvolvidas sob diferentes concentracdes de sacarose e niveis
de taxa de trocas gasosas, apresentaram interacdes significativas desses fatores para as
variaveis de crescimento massa fresca e seca da folha, massa fresca do caule e ndmero de
folhas.

Para a varidvel massa fresca da folha, as maiores médias foram encontradas em plantas
cultivadas em frascos vedados com tampas que permitiam TTCO, de 25 pL L' 51 e meio
sem sacarose, em frascos vedados com tampas que permitiam TTCO, de 14 uL L' s™! e meio
suplementado com 15 g L! de sacarose, ou em frascos vedados com tampas que permitiam
TTCO> de 14 uL L' s ou de 25 uL L' s™! e meio suplementado com 30 g L' de sacarose
(Figura 9B). Plantas crescidas em frascos vedados com tampas que permitiam TTCO> de 14
uL L' s! e meio suplementado com 15 g L' de sacarose, ou em frascos vedados com tampas
que permitiam TTCO, de 14 uL L' s ou de 25 uL L' 51 e meio suplementado com 30 g ™!
de sacarose, apresentaram maiores médias para as caracteristicas massa seca da folha e massa
fresca do caule (Figuras 9C e 9D). Enquanto que, o maior niimero de folhas foi encontrado
em plantas cultivadas em frascos vedados com tampas que permitiam TTCO, de 25 uL L' 5!
e meio sem sacarose, ou em frascos vedados com tampas que permitiam TTCO, de 14 pL L
1

s e meio suplementado com 15 g L! de sacarose, ou em frascos vedados com tampas que
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permitiam TTCO, de 25 uL L' s e meio suplementado com 30 g L! de sacarose (Figura
9G).

Para as varidveis massa seca do caule e drea foliar, ndo foram observadas interagdes
significativas entre os fatores avaliados. Para essas varidveis, apenas o fator concentracdo de
sacarose contribuiu para a diferenca entre os tratamentos. Plantas cultivadas em meio
suplementado com 15 ou 30 g L' de sacarose, apresentaram maiores médias para massa seca
do caule (Figura 9E). Enquanto que plantas cultivadas em meio suplementado com 30 g L™ de
sacarose, apresentaram maiores médias para a varidvel drea foliar (Figuras 9F).

A taxa fotossintética apresentou interagdes significativas para os fatores testados,
concentracdes de sacarose e niveis de taxa de trocas gasosas. Nas plantas cultivados em
frascos vedados com tampas que permitiam TTCO, de 14 uL L' s' e meio de cultura
suplementado com 30 g L' de sacarose, a taxa fotossintética foi significativamente baixa,
apresentando valor negativo (Figura 10).

As concentragdes de sacarose e niveis de taxa de trocas gasosas afetaram a anatomia
de plantas de P. aculeata in vitro. De forma geral, as folhas sdo anfiestométicas com epiderme
unisseriada (Figuras 11). As folhas crescidas em frascos vedados com tampas (TTCO; de 14
uL L' s1) e meio sem sacarose, apresentaram células parenquimaticas menos pronunciadas
(Figura 11A). Sob as condic¢des de cultivo com TTCO, de 25 puL L' s! e independente da
concentracdo de sacarose, € possivel distinguir a diferenciacdo do meséfilo em parénquimas
palicadico e lacunoso, sendo caracterizada como dorsiventral (Figuras 11L, 110 e 11R). Sob
todas as condi¢des de crescimento, exceto sob a condicio sem sacarose e TTCO: de 14 pL L
s', o feixe vascular das folhas apresenta-se aparentemente mais desenvolvido, circundados
por células colenquimatosas e parénquima fundamental.

P. aculeata cultivada in vitro sob diferentes sistemas de cultivo apresenta caule com
epiderme unisseriada, colénquima subepidérmico e feixe vascular do tipo colateral (Figura
12). O crescimento secundério foi representado pelo cambio vascular, que produz xilema
predominantemente secunddrio. As plantas cultivadas em frascos vedados com tampas que
permitiam TTCO; de 14 pL L' s e em meio com 15 g L' de sacarose, apresentaram um
tecido vascular com sistema vascular aparentemente mais pronunciado (Figura 12A).

A presenga de células mucilaginosas foi observada em folhas e caule, sob todas as
condicdes de cultivo. No entanto, estas sdo mais pronunciadas quanto maior a concentracao
de sacarose no meio e maiores taxas de trocas gasosas (Figuras 11 e 12). Ja no caule,
observou-se maior quantidade de células mucilaginosas sob condi¢dao de cultivo com TTCO>

de 14 pL L' 57!, independente da concentragiio de sacarose (Figuras 12A e 12C).
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DISCUSSAO

Experimento I: Estabelecimento de protocolo de desinfestaciao de Pereskia aculeata

No presente estudo, estabelecemos um protocolo de desinfestacido eficiente para a
cultura in vitro de P. aculeata. A utilizacdo de dois agentes de desinfestacdo diferentes,
NaOCl a 2,5% (v/v) e 0,2% (v/v) de PPM, o primeiro usado na desinfestacdo dos explantes e
o segundo adicionado ao meio de cultura, respectivamente, proporcionaram uma taxa de 73%
de explantes livres de contaminagdo, podendo ser utilizado de forma satisfatéria no controle
das contaminacdes endofiticas nessa espécie. Os segmentos nodais obtidos de culturas
axénicas podem ser usados como fonte de material vegetal na etapa de multiplicacdo de P.
aculeata, evitando assim a dependéncia de material de campo.

As plantas cujos explantes derivam do cultivo em campo, notadamente as lenhosas,
estdo sujeitas as adversidades do ambiente, principalmente o ataque de pragas e doengas. O
estabelecimento dessas culturas in vitro é dificultada devido as elevadas taxas de
contaminacdo endofitica por fungos e bactérias. Nesses casos, os protocolos padrdes de
desinfestacdo aplicados nos laboratorios de culturas de tecidos ndo sdo suficientes para
resolver a contaminagdo endofitica, sendo necessario melhorar os ja existentes ou até mesmo
estabelecer novos protocolos de desinfestacdo. Nosso estudo demonstrou que os explantes de
P. aculeata coletadas do campo e cultivados in vitro apresentaram alto nivel de contaminagao
bacteriana e fungica, dependendo do protocolo de desinfestacdo aplicado. Licea-Moreno et al.
(2020), trabalhando com a espécie Juglans regia, e Cuba-Didz et al. (2020), trabalhando com
as espécies Deschampsia antarctica, Colobanthus quitensis e Juncus bufonius, coletadas em
campo, também relataram altas taxas de contaminagdo mesmo apds a desinfestacdo dos
explantes.

Os resultados do presente trabalho evidenciaram que a solucao de NaOCl a 2,5% (v/v)
por 20 min, foi eficiente na desinfestacdo dos explantes derivados de campo, no entanto, esse
resultado s6 foi observado quando combinado a adicdo do 0,2% (v/v) de PPM ao meio de
cultura. A exposi¢do de explantes a solu¢des de NaOCl durante 10 a 20 min, € um protocolo
de desinfestacdo amplamente utilizado na cultura de tecidos vegetais. Em Juncus bufonius, o
uso de NaClO (7,4 mg mL™! por 20 min) resultou em porcentagem de sobrevivéncia de 80%
dos explantes (Cuba-Diaz et al., 2020). Segmentos de caule de Pistacia vera desinfestados em

NaOCl a 2,6% (p/v) por 10 min apresentaram cerca de 96% de cultura livres de contaminacao
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(Benmahioul et al., 2016). Em Melia azedarach, a desinfestagdo em NaOCl a 2% (p/v) por 12
min foi responsavel pela menor taxa de contaminag¢do (Ahmadpoor et al., 2022).

Para um estabelecimento bem-sucedido de explantes de P. aculeata coletados em
campo, faz-se necessdario a adicao de 0,2 % de PPM ao meio de cultura, pois os protocolos
convencionais de desinfestacdo controlam apenas as contaminagdes superficiais, ndo sendo
eficientes na assepsia de tecidos internos dos explantes. O controle de microrganismos
endofiticos geralmente é feito com a aplicacdo de biocidas. O PPM tem sido bastante utilizado
no estabelecimento de vérias culturas lenhosas in vitro como Eucalyptus citriodora (Donato et
al., 2007), Acacia confusa (Ho et al., 2022) e Juglans regia (Kushnarenko et al., 2022). O
PPM ¢ um biocida de amplo espectro, que atua impedindo o crescimento de fungos e
bactérias, no entanto, algumas bactérias endofiticas podem apresentar tolerincia ao PPM,

como as encontradas em tecidos de mamoeiro (Thomas et al., 2017).

Experimento II: Avaliacdo de citocininas no desempenho de explantes nodais no

estabelecimento in vitro de Pereskia aculeata

P. aculeata apresenta alto potencial farmacolégico e medicinal devido os diferentes
metabolitos secunddrios produzidos pela espécie, principalmente as betalainas. Estabelecer
condic¢des de cultivo que visem melhorar o crescimento de plantas medicinais e incrementar a
producdo desses metabdlitos de interesse, € ponto chave para conseguir suprir a alta demanda
das industrias farmacéuticas. A micropropagacdo a partir de segmentos nodais envolve o
crescimento de um meristema axilar ja existente, o qual necessita de nutrientes e hormonios
para quebrar sua dorméncia e se desenvolver (Hang et al., 2016).

Os reguladores de crescimento de plantas sdo moléculas sinalizadoras que regulam e
controlam diversos processos celulares, como o crescimento e desenvolvimento em vdrias
espécies de plantas. Segundo Gamborg et al. (1976), a incorporacdo de reguladores de
crescimento ou outras substancias ativas em meios de cultura geralmente determina o sucesso
da cultura in vitro. Os resultados desse estudo indicaram que o tipo de citocinina influenciou o
crescimento e desenvolvimento, a atividade de enzimas do estresse oxidativo e a biossintese
de betalainas em P. aculeata cultivadas in vitro.

Verificou-se que a adiciio de 1 mg L' de mT ao meio de cultura foi responsavel pelo
maior acimulo de biomassa e drea foliar em plantas de P. aculeata in vitro. A mT é uma
citocinina natural andloga da BAP (6-Benzilaminopurina) e altamente ativa. Estudos com a

finalidade de substituir o uso de BAP por mT tem sido realizado em vdarias espécies de
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plantas, e seus efeitos sdo diversos. A mT tem sido efetiva no aumento da taxa de
proliferagdo, multiplicacdo, alongamento ou crescimento de vérias espécies, incluindo
Coleonema album (Fajinmi et al., 2014), Cannabis sativa (Lata et al., 2016), Nardostachys
Jjatamansi (Bose et al., 2016), Malaxis wallichii (Bose et al., 2017), Eriocephalus africanus
(Madzikane-Mlungwana et al., 2017), Mammillaria dixanthocentron (Lazaro-Castellanos et
al., 2018), Pterocarpus marsupium (Ahmad e Anis, 2019), Allamanda cathartica (Khanam et
al., 2020), Ipomoea batatas (Bansal et al., 2023), dentre outras.

Nesse estudo, a adicdo de 1 mg L' de BAP ao meio de cultura afetou somente o
nimero de folhas formadas. Esse resultado pode ser explicado devido o tratamento com BAP
ter induzido proliferacdo de brotos nas gemas dos explantes de P. aculeata. O BAP € a
citocinina mais utilizada para proliferacdo de brotos em vérias espécies de plantas. Espécies
como Melissa officinalis (Silva et al., 2005) e Withania somnifera (Kaur et al., 2021), quando
cultivadas em meio contendo BAP apresentaram maior taxa de proliferacdo de brotos. No
entanto, esse resultado varia de espécie para espécie, em Cannabis sativa a maior proliferacdao
de brotos foi observada em explantes cultivados em meios contendo mT ou BAPO9THP [6-
benzilamino-9-(tetra-hidroxipiranil)purina] (Smykalova et al., 2019); ja na espécie Actinidia
chinensis var. chinensis, o maior nimero e peso de brotos foi encontrado em meio de cultura
suplementado com mT, em relacdo as citonininas convencionais (BAP e Zea) (Saeiahagh et
al., 2019).

Plantas sob estresse tendem a produzir espécies reativas de oxigénio (EROs). As
EROs mais reconhecidas sdo os radicais superoxido (O2-) e hidroxila (OH"), o peréxido de
hidrogénio (H20,) e o oxigénio singleto ('02) (Nosaka e Nosaka, 2017). Para minimizar os
efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio, as plantas desenvolveram um sistema de
defesa antioxidante enzimatico e nao enzimdatico (Moura et al., 2017). O sistema de defesa
enzimatico € constituido por varias enzimas. A SOD catalisa a reacdo de dismutagdo do
radical superéxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio; sendo considerada a principal
enzima contra os danos causados por EROs nas células (Alscher et al., 2002). Enzimas como
CAT, APX e POD, sdo eficientes na remog¢do de H>O> presente em células sob condigdes de
estresse (Mittler, 2002; Scandalios, 2005), permitindo o equilibrio de EROs nas células.

No presente estudo, a atividade da POD foi aumentada em plantas cultivadas em meio
de cultura contendo BAP. Resultado semelhante foi encontrado em plantas de
Chrysanthemum morifolium (Kaur e Singh, 2015). As enzimas CAT e SOD apresentaram
maior atividade em meio de cultura sem reguladores de crescimento. Ja em Lichia, a maior

atividade de CAT e SOD foram encontradas em plantas tratadas com BAP (Zhang et al.,
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2018). Como dito anteriormente, as citocininas estdo envolvidas na modulacdo de varios
importantes processos de desenvolvimento. Segundo Nowakowska e Pacholczak (2020), as
citocininas estimulam a atividade de enzimas antioxidantes, contribuindo assim para a defesa
das plantas contra o estresse oxidativo. Além disso, Brizzolari et al. (2016) descreveram a
capacidade antioxidante dessas moléculas. A atividade de enzimas antioxidantes varia de
espécie para espécie, do tipo de hormdnio utilizado e do ambiente em que as plantas estdo
submetidas.

Na cultura de tecidos, o aumento da produg¢ao de metabdlitos secundérios € induzido
principalmente por meio da modificacdo do ambiente ou do meio de cultura. O uso de
reguladores de crescimento vegetal tem surtido grande efeito no aumento e regulacdo desses
metabdlitos, demostrando eficicia mesmo em baixas concentra¢des. Em relacdo ao contetido
de betalainas, os diferentes tipos de citocininas influenciaram apenas o conteido de
betaxantina. A mT, Zea ou a auséncia de reguladores de crescimento favoreceram o actimulo
de betaxantina em plantas de P. aculeata in vitro. Em Allamanda cathartica L., o maior teor
de flavonoides e quercetina foi encontrado em plantas crescidas em meio contendo mT
(Khanam et al., 2020). Plantas de Lippia origanoides desenvolvidas em meio suplementado
com reguladores de crescimento apresentaram mudangas em seu perfil quimico, no entanto,
os teores de carvacrol e timol foram aumentados sem a adi¢do de reguladores de crescimento
(Castilho et al., 2019).

Os resultados do presente estudo sugerem a mT como melhor regulador de
crescimento para o estabelecimento de plantas de P. aculeata in vitro. Esse trabalho € base
para o estabelecimento e otimizacdo de protocolos de propagacdo em larga escala de plantas

de P. aculeata para a produgdo de seus compostos de interesse, por exemplo, as betalainas.

Experimento III: Avaliacdo de formulacoes de meios de cultura no estabelecimento in
vitro de Pereskia aculeata

As plantas apresentam diferentes exigéncias nutricionais. O crescimento e o
desenvolvimento sdo influenciados diretamente pela quantidade de nutrientes disponivel para
as plantas. Na cultura de tecidos vegetais, os nutrientes sdo disponibilizados para os explantes
através de diferentes formulacdes de meios de cultura; as quais diferem entre si na
concentracdo total de sais e no teor de nitrogénio (Carlin et al., 2015). Nesse estudo, foi
demonstrado que plantas de P. aculeata cultivadas em meio MS, apresentaram maior acimulo

de biomassa.
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O meio de cultura formulado por Murashige e Skoog (1962), MS, é o mais utilizado
para cultura de tecidos de plantas. As modificagdes do meio MS, como Y2 MS (MS meia
forca), também sdo amplamente utilizados. O meio MS € eficaz na regeneracdo de plantas,
pois apresenta altos niveis de nitrogénio em sua composi¢do, tanto na forma de nitrato quanto
na forma de amonio, com uma razdo relativamente alta de amoénio para nitrato (Phillips e
Garda, 2019). Segundo Minocha e Jain (2000), a forma e a quantidade de nitrogénio no meio
de cultura tém efeitos significativos na taxa de crescimento, morfologia celular e no potencial
de regeneracdo. Em clones hibridos de Eucalyptus globulus, verificou-se maiores taxas de
multiplicacdo no meio MS (Borges et al., 2011).

Porém, em algumas espécies, o meio MS ndo é o melhor para o crescimento das
plantas, devido a alta concentracdo de amoOnio presente em sua composicao (Gamborg et al.,
1976). Plantas de Pfaffia glomerata, cultivadas em meio DKW, QL e OM, apresentaram as
maiores médias para comprimento do caule, massa fresca, massa seca e nimero de folhas,
enquanto os meios JADS e WPM resultaram em um menor crescimento dessas plantas (Silva
et al., 2019). Santos et al. (2020), cultivando Psidium guajava 'Paluma’ (cv. GP) e P.
guineense (espécie silvestre parente), sob diferentes formulacdes de meio de cultura
encontraram maior crescimento de ambas as espécies em meio JADS.

As plantas de P. aculeata crescidas em meio DKW apresentaram maior média do
comprimento de caule. Em comparagdao ao meio MS, o meio DKW tem uma propor¢ao de
amoOnio para nitrato semelhante, no entanto, menor quantidade de nitrogénio total, além disso,
sua composi¢do € formada por diferentes fontes de sal, resultando em um aumento na
concentracdo de sulfato (Phillips e Garda, 2019). O maior teor de sulfato pode ser benéfico
para algumas plantas lenhosas. Em Pfaffia glomerata o meio DKW também favoreceu o
maior comprimento do caule (Silva et al., 2019).

A atividade fotossintética de plantas de P. aculeata cultivadas in vitro nao foi afetada
pelos diferentes meios de cultura. No presente estudo, verificou-se que as varidveis area foliar
e ndmero de folhas nao foram afetadas pelas diferentes formulagdes de meios de cultura. O
mesofilo € geralmente especializado como um tecido fotossintético (Torre, 2003), sendo
considerado o tecido fotossintético mais ativo em plantas superiores (Taiz et al., 2014). As
células do mesoéfilo de plantas de P. aculeata cultivadas nos diferentes meios de cultura,
aparentemente nao apresentaram diferencas significativas em sua estrutura anatomica que
pudesse interferir no desempenho fotossintético das plantas.

Em relacdo aos resultados da anatomia de plantas de P. aculeata cultivadas em

diferentes meios de cultura, a quantidade de células mucilaginosas, em tecidos de folhas e
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caule de plantas cultivadas nos meios QL, JADS e WPM, mais precisamente nos tecidos do
caule, foi mais pronunciada. A mucilagem é um composto produzido pelas plantas para
regular as diferentes interacdes com o meio, seja condi¢des abidticas ou agentes bidticos
(Barros et al., 2023), e desempenham diferentes funcdes, como facilitar a fixacdo de plantas
trepadeiras em superficies verticais, imobilizacdo de insetos em plantas carnivoras, e
prolongar a hidratacdo dos tecidos (Galloway et al., 2020). No entanto, hd consenso entre
diferentes autores de que a mucilagem parece ter como propriedade comum a absorc¢do e
retencao de agua (Barros et al., 2023).

No presente estudo, verificou-se que a morfofisiologia de P. aculeata in vitro foi
influenciada pelas diferentes composi¢des nutricionais dos diferentes meios de cultura. O

meio MS forneceu maior acimulo de biomassa e maior crescimento, sendo indicado para a

propagacdo de plantas de P. aculeata in vitro.

Experimento IV: Efeito das trocas gasosas na morfofisiologia e anatomia de Pereskia
aculeata cultivada in vitro

As concentracdes de sacarose e niveis de taxa de trocas gasosas afetaram o
desenvolvimento, a fotossintese e a morfoanatomia de P. aculeata cultivada in vitro. Plantas
de P. aculeata crescidas sem a adi¢do de fonte externa de sacarose, independentemente do
nivel de troca gasosa, ndo desenvolveram caule. Segundo Jo et al. (2009), cultivos in vitro
sem a adicdo de sacarose ao meio de cultura, resulta em menor taxa de multiplicagdo. Quando
cultivadas em meio com alta concentragdo de sacarose e com baixa taxa de trocas gasosas, as
plantas apresentaram drastica redugdo na taxa fotossintética. A alta concentracio de sacarose
e sais no meio de cultura, assim como o baixo nivel de luz e CO; no recipiente de cultura, sao
fatores limitantes que influenciam a fotossintese de plantas cultivadas in vitro (Fujiwara e
Kozai, 1995; Jeong et al., 1995).

Os sistemas convencionais de propagacdo in vitro sdo baseados em um sistema
hererotréfico (George et al., 2008), caracterizado por apresentar baixo conteido de oxigénio e
didxido de carbono no interior dos frascos (Meimand et al., 2021), j& que o nivel de trocas
gasosas € baixo, e apresenta também alta umidade relativa e alta concentracio de etileno no
interior dos recipientes. Tudo isso resulta em reducdo da atividade fotossintética, do
crescimento, bem como de distdrbios anatdmicos e fisiol6gicos nas plantas (Xiao et al., 2011;
Nguyen et al., 2020). No nosso estudo, as plantas de P. aculeata crescidas sob sistema

heterotréfico, assim como, as plantas crescidas sob sistema fotomixotréfico, apresentaram
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maior acimulo de biomassa. No entanto, sob sistema heterotréfico e acréscimo do teor da
fonte de carbono, foi observada uma reducdo dréstica na atividade fotossintética dessas
plantas. Revelando assim, que em sistema de cultivo heterotréfico, P. aculeata apresenta
melhor desenvolvimento quando cultivada em meio contendo baixas concentracdes de
sacarose, e apresenta potencial fotomixotréfico quando cultivada em meio com maior

concentragdo de sacarose.



48

CONCLUSAO

Para estabelecer, de forma eficiente, segmentos nodais de P. aculeata in vitro, é
indicado que seja realizada a desinfestacdo dos explantes em solucdo de NaOCl a 2,5%, e
inoculacio em meio de cultura MS suplementado com 30 g L™! de sacarose, acrescido de 1 mg
L' de meta-Topolina e contendo 0,2% de PPM. Nosso estudo, também revelou que P.
aculeata possui potencial heterotréfico e potencial fotomixotréfico, sendo indicado o cultivo
in vitro dessas plantas em meio de cultura suplementado com 15 g L'! de sacarose e uso de
tampas de polipropileno sem membranas (TTCO> de 25 uL L' s'), ou o cultivo em meio de
cultura suplementado com 30 g L de sacarose e vedacdo dos frascos com tampas de
polipropileno contendo duas membranas, as quais permitem taxa de troca de CO, de 25 pL L
I'sl. Essas condigdes forneceram melhores respostas morfofisioldgicas para plantas de P.
aculeata in vitro.

Este € o primeiro estudo descrevendo um protocolo de propagagdo in vitro de

segmentos nodais de P. aculeata provenientes de campo, uma espécie com alto potencial

biotecnoldégico para uso na industria farmacéutica e alimenticia.
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APENDICE

Tabela 1. Composicdo basal de sais dos meios de cultura usados neste estudo. Os
componentes do meio de cultura sdo apresentados nas concentragdes finais. Abreviaturas: QL
(Quoirin e Lepoivre, 1977), JADS (Correia et al., 1995), WPM (Lloyd e McCown, 1980), MS
(Murashige e Skoog, 1962) e DKW (Driver e Kuniyuki, 1984). Tabela adaptada de Silva et al.
(2019)

Componente Foérmula QL JADS WPM MS DKW

Macronutrientes (mM)

Nitrato de amodnio NH4NO3 5,00 4,00 5,00 20,61 17,70

Cloreto de calcio CaCl, 0,65 2,99 1,00
CaCl,.2H2O

Nitrato de calcio Ca(NO3) 5,08 2,35 8,33
Ca(NO3)2.4H>0O 5,00

Sulfato de Magnésio MgSOq4 1,46 1,50 1,50 3,00
MgS04.7HO 3,00

Nitrato de potéssio KNO3 17,80 8,00 18,79

Sulfato de potéssio K>SOq4 5,68 8,95

Fosfato de potdssio KH>PO4 1,98 3,00 1,25 1,25 1,95

Micronutrientes (uM)

Acido bérico H3;BO3 100,25 50,13 100,27 100,27 77,63

Cloreto de cobalto CoCl,.6H>0O 0,11 1,00 0,11

Sulfato de cobre CuS04.5H,0 0,10 5,00 1,00 0,10 1,00

Sulfato de manganés MnSO4.H>0O 4,50 131,94 100,00 198,20
MnSO4.4H>0O 75,76

Sulfato de niquel NiSO4.6H>0 0,02

Iodeto de potassio KI 0,50 5,00

Molibdato de sédio NaxMo04.2H>O 1,00 0,62 1,03 1,03 1,61

Nitrato de zinco Zn(NQO3)2.6H20 57,14

Sulfato de zinco ZnS04.7H20 30,00 15,00 2991 2991

Sédio EDTA Na,EDTA 200,00 110,27 134,22
Na,EDTA.2H.O 100,20 100,00

Sulfato de ferro FeSO4.7H,O 100,00 200,00 100,00 100,00 121,57
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Figura 1. Explantes de P. aculeata estabelecidos in vitro apds tratamento com diferentes
protocolos de desinfestacdo. A - Contaminagdo fingica visivel no explante e no meio de
cultura apds 4 semanas de cultivo; B - Contaminacdo bacteriana visivel durante a segunda
semana de cultura; C - Desenvolvimento de explante axénico apds 2 semanas de cultura; D -
Plantas livres de contaminagdes apds 4 semanas de cultura. Barras = 1 cm.
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Figura 2. Taxa de contaminagdo de plantas de Pereskia aculeata submetidas a diferentes
agentes desinfestastes quimicos: Meio MS com 0,2% de PPM, desinfestacdo de explantes em
solucdo de PPM a 5%; Meio MS sem PPM, desinfestacdo de explantes em solu¢do de PPM a
5%; Meio MS com 0,2% de PPM, desinfestacdo de explantes em solu¢do de NaOCl a 2,5%;

Meio MS sem PPM, desinfestacao de explantes em solu¢do de NaOCl a 2,5%, ap6s 30 dias de
cultivo in vitro.
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Figura 3. Varidveis de crescimento em Pereskia aculeata apds 40 dias de cultivo in vitro sob
diferentes citocininas: Controle, 6-benzilaminopurina (BAP), meta-Topolina (mT),
combinacdo de BAP e mT, e Zeatina (Zea). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Figura A: Barra menor = 1 cm; Barra
maior =5 cm.
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Figura 4. Atividade das enzimas antioxidantes (peroxidase oxidoredutase - POD, catalase -
CAT, peroxidase do ascorbato - APX e superéxido dismutase - SOD) em plantas de Pereskia
aculeata ap6s 40 dias de cultivo in vitro sob diferentes citocininas: Controle, 6-
benzilaminopurina (BAP), meta-Topolina (mT), combinacdo de BAP e mT, e Zeatina (Zea).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Figura 5. Concentracio de betalainas em plantas de Pereskia aculeata apés 40 dias de cultivo
in vitro sob diferentes citocininas: Controle, 6-benzilaminopurina (BAP), meta-Topolina (mT)
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Figura 6. Varidveis de crescimento em Pereskia aculeata apds 40 dias de cultivo in vitro sob
diferentes meios de cultura: QL (Quoirin e Lepoivre, 1977), JADS (Correia et al., 1995),
WPM (Lloyd e McCown, 1980, 1981), MS (Murashige e Skoog, 1962) e DKW (Driver e
Kuniyuki, 1984). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade. Figura A: Barra =5 cm.
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Figura 7. Taxa fotossintética de Pereskia aculeata ap6s 40 dias de cultivo in vitro sob
diferentes meios de cultura: QL (Quoirin e Lepoivre, 1977), JADS (Correia et al., 1995),
WPM (Lloyd e McCown, 1980, 1981), MS (Murashige e Skoog, 1962) e DKW (Driver e
Kuniyuki, 1984). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.
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Figura 8. Secdes transversais da por¢do mediana de folha e do caule de plantas de Pereskia
aculeata ap6s 40 dias de cultivo in vitro sob diferentes meios de cultura (QL, JADS, WPM,
MS e DKW). Secdes do caule (A, E, I, M, Q), detalhes do feixe vascular principal da por¢ao
mediana da folha (B, F, J, N, R), do feixe vascular principal da folha (C, G, K, O, S) e da
lamina foliar (D, H, L, P, T). Abreviagdes: Asteriscos pretos (*) — Células mucilaginosas; Ep
— Epiderme; Est — Estomato; Fl — Floema; FV — Feixe Vascular; X - Xilema. Barras = 100
um.
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Figura 9. Varidveis de crescimento em Pereskia aculeata apds 40 dias de cultivo in vitro sob
diferentes concentracdes de sacarose (0, 15 e 30 g L) e niveis de taxa de troca de CO»
(TTCO de 14 uL L' s' e TTCOx de 25 pL L' s1). Letras maitisculas comparam médias de
diferentes concentracdes de sacarose e letras mindsculas comparam médias de diferentes
niveis de trocas gasosas (membranas). Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Figura A: Barra =1 cm.
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Figura 10. Taxa fotossintética de Pereskia aculeata apés 40 dias de cultivo in vitro sob
diferentes concentracdes de sacarose (0, 15 e 30 g L!) e niveis de taxa de troca de CO>
(TTCOz de 14 uL L' s' e TTCO; de 25 puL L' s7!). Letras maitisculas comparam médias de
diferentes concentracdes de sacarose e letras mindsculas comparam médias de diferentes
niveis de trocas gasosas (membranas). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 11. Secdes transversais da porcao mediana de folha de plantas de Pereskia aculeata
ap6s 40 dias de cultivo in vitro sob diferentes concentracdes de sacarose (0, 15e30 gL ") e
niveis de taxa de troca de CO, (TTCO; de 14 pL L! 5! e TTCO; de 25 pL L' s7!). Detalhes
do feixe vascular principal da por¢do mediana da folha (A, D, G, J, M, P), do feixe vascular
principal da folha (B, E, H, K, N, Q) e da lamina foliar (C, F, I, L, O, R). Abreviacdes:
Asteriscos pretos (¥*) — Células mucilaginosas; Ep — Epiderme; Est — Estomato; Fl1 — Floema;
FV — Feixe Vascular. Barras = Barras = 50 um.
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Concentragio de sacarose (g L")

Figura 12. Sec¢des transversais de caules de Pereskia aculeata ap6s 40 dias de cultivo in vitro
sob diferentes concentracdes de sacarose (15 e 30 g L) e niveis de taxa de troca de CO:
(TTCOz de 14 uL L' st e TTCO, de 25 pL L s7). Secdes do caule (A, C, E, G) e detalhes
do feixe vascular do caule (B, D, F, H). AbreviacOes: Asteriscos pretos (*) — Células
mucilaginosas; Ep — Epiderme; Est — Estomato; Fl — Floema; Me — Mesofilo; X - Xilema.
Barras = 100 pm.
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CAPITULO 11

Influéncia da qualidade da luz na morfofisiologia e na producao de betalainas de
Pereskia aculeata Mill. cultivada in vitro

RESUMO

Pereskia aculeata Mill. apresenta diferentes metabdlitos secundarios com alto potencial
farmacoldgico. Na natureza, a producdo de metabdlitos secunddrios € limitada devido a
inconstancia do ambiente, assim, o cultivo in vitro surge como uma alternativa vidvel,
permitindo producdo rdpida e controlada de metabdlitos secunddrios. No cultivo in vitro, o
acumulo de compostos bioativos pode ser afetado por diversos fatores, ambientais ou do
meio, sendo a manipulacdo das condi¢des de luz um dos métodos mais simples para
incrementar a producio desses compostos de interesse. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito da qualidade de luz no desenvolvimento, morfofisiologia e no metabolismo secundario
de P. aculeata. cultivada in vitro. Para isso, segmentos nodais foram inoculados em meio de
cultura constituido por sais e vitaminas MS, contendo 1 mg L' de meta-Topolina. Ap6s 30
dias, as plantas foram transferidas para meio semelhante, porém sem adi¢do do regulador de
crescimento. Todas as culturas foram mantidas a 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h e irradiancia
de 150 umol m™ s’!, fornecidas por 1ampadas diodo emissor de luz (LED) com os seguintes
espectros:  Branco (B); Vermelho/Azul  (V/A); Branco/Azul Alto (B/AA);
Vermelho/Branco/Azul Médio (V/B/AM); Vermelho/Branco/Vermelho Distante/Azul Médio
(V/B/VD/AM). A qualidade da luz ndo influenciou na biomassa ou na atividade fotossintética
de plantas de P. aculeata cultivadas in vitro sob diferentes espectros de luz. No entanto, a
combinagdo dos espectros de luz V/B/AM promoveu um maior acimulo de betacianina.
Também foram observadas alteragdes na anatomia de folhas sob diferentes qualidades de luz.
Sob luz Branca, as plantas de P. aculeata apresentaram folhas com menor espessura e feixes
vasculares menos desenvolvidos. Assim, para o aumento do conteido de betalainas em
plantas in vitro de P. aculeata, faz-se necessario o uso de lampadas LED que apresentem a

combinacdo dos espectros de luz V/B/AM.

Palavras-chave: Ora-pro-nébis; LEDs; Espectros luminosos; Propagacdo in vitro.
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ABSTRACT

Pereskia aculeata Mill. has different secondary metabolites with high pharmacological
potential. In nature, the production of secondary metabolites is limited due to the inconstancy
of the environment, so in vitro cultivation has emerged as a viable alternative, allowing for the
rapid and controlled production of secondary metabolites. In vitro cultivation, the
accumulation of bioactive compounds can be affected by various environmental factors, and
manipulating light conditions is one of the simplest methods for increasing the production of
these compounds of interest. This study aimed to evaluate the effect of light quality on the
development, morphophysiology, and secondary metabolism of P. aculeata grown in vitro.
To do this, nodal segments were inoculated into a culture medium consisting of MS salts and
vitamins, containing 1 mg L' of meta-Topolin. After 30 days, the plants were transferred to a
similar medium without adding the growth regulator. All the cultures were maintained at 25 +
2 °C, a 16-h photoperiod and an irradiance of 150 pmol m™ s!, provided by light-emitting
diode (LED) lamps with the following spectra: White (W); Red/Blue (R/B); White/High Blue
(W/HB); Red/White/Medium Blue (R/W/MB); Red/White/Distant Red/Medium Blue
(R/W/DR/MB). The quality of the light did not influence the biomass or photosynthetic
activity of P. aculeata plants grown in vitro under different light spectra. However, the
combination of light spectra R/W/MB promoted a greater betacyanin accumulation. Changes
in leaf anatomy were also observed under different light qualities. Under White light, the P.
aculeata plants showed leaves with less thickness and less developed vascular bundles.
Therefore, to increase the betalain content in P. aculeata plants in vitro, it is necessary to use

LED lamps with a combination of V/B/AM light spectra.

Keywords: ‘Ora-pro-nobis’; LEDs; Light spectra; In vitro propagation.
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INTRODUCAO

A luz é um dos principais fatores que afeta o crescimento e desenvolvimento das
plantas, sendo fonte de energia para reacOes fotoquimicas da fotossintese. Nas plantas,
mudancas na qualidade, intensidade e durac¢do da luz podem ser percebidas (Li et al., 2021).
As respostas as flutuacdes de luz pelas plantas ocorrem principalmente por meio da
percepc¢ao, captura e transdugdo da luz por diferentes fotorreceptores (Zhao et al., 2020). Os
fitocromos sdo responsaveis pela absor¢do da luz no comprimento de onda vermelho (600—
700 nm) e vermelho distante (700—750 nm), enquanto as fototropinas e os criptocromos sao
responsaveis pela absor¢do da luz nas regides que compreendem os espectros de luz UV-A e
azul (320-500 nm) (Chen et al., 2004; Banerjee e Batschauer, 2005; Chen e Chory, 2011;
Galviao e Fankhauser, 2015).

Dentro da regido do espectro de luz visivel, a luz azul e vermelha sdo as que mais
influenciam no desenvolvimento e crescimento das plantas (Chen et al., 2017). Diversos
trabalhos ja foram realizados a fim investigar a influéncia desses espectros de luz no
crescimento de plantas, seja de forma isolada ou em combinagdo. Saleem et al. (2019),
observaram maior ganho em biomassa e aumento no comprimento de plantas de Corchorus
capsularis desenvolvidas sob os espectros de luz vermelho, quando comparado ao controle
(luz branca). Em plantas de Hyptis marrubioides cultivadas in vitro, a luz vermelha induziu o
crescimento da planta, o aumento do ndmero de folhas e peso seco (Pedroso et al., 2017).

Silva et al. (2020), trabalhando com diferentes combinacdes da luz vermelha (V) e
azul (A), relataram que a propor¢do 1V:1A, além de aumentar o actimulo de biomassa,
incrementou o tamanho dos feixes vasculares e de elementos de vasos de Pfaffia glomerata,
enquanto a propor¢cdo 1V:3A foi responsdvel pelas maiores taxas fotossintéticas. Em Lycoris
longituba, o maior crescimento, acimulo de biomassa e maior sintese de pigmentos
fotossintéticos foi encontrado em plantas cultivadas sob luz vermelha e azul (1:2) (Li et al.,
2021). As respostas fisiologicas nas plantas podem ser especificas e dependentes do
comprimento de onda que s@o expostas, com isso, € necessdrio realizar estudos para entender
como a qualidade de luz afeta o desenvolvimento de cada espécie, bem como sua influéncia
sobre a biossintese de metabolitos secundarios farmacologicamente ativos.

Pereskia aculeata Mill., conhecida popularmente como ora-pro-nébis ou lobrobo, é
uma espécie nativa da América do Sul, e no Brasil sua distribui¢do ocorre entre os estados da
Bahia e do Rio Grande do Sul. E utilizada na medicina tradicional para tratar queimaduras e

inflamacdes, pois apresenta alto potencial antioxidante e atividade analgésica (Ferreira et al.,
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2013; Pinto et al., 2015). Devido seu alto teor nutritivo e alto teor de proteinas, € utilizada na
alimentacdo humana, sendo caracterizada como uma PANC (planta alimenticia ndo
convencional) (Lorenzi e Kinupp, 2014), e seu consumo € relatado principalmente no estado
de Minas Gerais. Além disso, P. aculeata apresenta diferentes compostos bioativos como
carotenoides, compostos fendlicos, sesquiterpenos e betalainas, metabdlitos estes de interesse
pela inddstria alimenticia, farmacéutica e cosmética (Agostini-Costa et al., 2012; Souza et al.,
2016).

Na natureza, a producdo de metabdlitos secundérios pelas plantas € limitada devido
fatores regionais e ambientais, limitando assim, a producdo comercial desses compostos (Yue
et al., 2016). O cultivo in vitro, além de permitir rdpido crescimento de plantas e maior
acumulo de biomassa, tem sido alternativa eficiente para a producdo rdpida e controlada de
metabdlitos secundarios (Cui et al., 2010; Chen et al., 2020; Cavallaro et al., 2022). A
biossintese de metabdlitos secundérios de plantas cultivas in vitro pode ser incrementada pela
manipulagdo de fatores como comprimento de onda e a intensidade da luz, fotoperiodo,
temperatura ou a composi¢ao do meio de cultura, sendo a manipulacdo das condi¢des de luz
um dos métodos mais simples para aumentar a producdo de compostos bioativos importantes
(Kubica et al., 2020), estando diretamente associada a expressdo gé€nica de diversas vias
metabolicas (Li et al., 2017).

No cultivo in vitro, a qualidade da luz pode ser alterada utilizando diferentes tipos de
lampadas e diferentes espectros luminosos. Em relacdo as lampadas convencionais, nos
ultimos anos os diodos emissores de luz (LEDs) vém ganhando destaque, pois apresentam
vantagens como baixo custo de energia, alta eficiéncia energética, durabilidade, tamanho
pequeno, baixa emissdo de calor e especialmente a capacidade de controlar a composicdo
espectral (Long et al., 2018; Longcore et al., 2018; Monostori et al., 2018; Shukla et al.,
2017). A utilizacdo de comprimentos de onda especificos, permitem uma melhor biossintese
de compostos alvo (Tarakanov et al., 2022). Com isso, o objetivo desse trabalho € avaliar o
efeito das diferentes qualidades de luz no desenvolvimento, morfofisiologia e no metabolismo

secundario de P. aculeata cultivada in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e desinfestacao

Estacas herbaceas de planta matriz de P. aculeata, mantida sob condi¢des de campo
no campus da Universidade Federal de Vigcosa (20°4526.5"S 42°52'11.6"W), foram utilizadas
como fonte de material propagativo in vitro. Os trabalhos foram executados em concordancia
com o Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN), sob cadastro numero A2F2BBS.

Para o estabelecimento in vitro o tamanho das estacas foi reduzido (~ 10 cm) e suas
folhas foram cortadas a metade, com o auxilio de tesoura de poda. Em seguida, os propagulos
foram imersos em dgua contendo detergente doméstico (Quimio Indudstria e Comércio LTDA.,
Muriaé, MG, Brasil) a 10% (v/v) e, posteriormente, enxaguadas em dgua corrente.

A desinfestacdo dos explantes ocorreu sob condi¢des de fluxo laminar, consistindo da
imersdao em 4lcool 70% por 2 min, seguido por imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio
comercial — NaOCl ( 2,0 a 2,5% de cloro ativo; (Super Globo Quimica, Contagem, MG,
Brasil) com 2 gotas de “Tween 20” por 20 min. Posteriormente, as estacas foram enxaguadas

®

4 vezes com 4agua purificada (Elix® 70 Water Purification System, Merck Millipore,

Alemanha) e autoclavada (Autoclave Vertical, PHOENIX, Araraquara, SP, Brasil).

Iniciacdo da cultura in vitro

Os segmentos nodais (~1,5 cm) foram inoculados em meio semissélido, contendo sais
e vitaminas MS (Murashige e Skoog, 1962) PhytoTecnology Laboratories®, Kansas, EUA),
30 g L' de sacarose (Phytotechnology Lab®), 100 mg L' mio-inositol (Sigma Chem. Co. St
Louis, EUA), 1 mg L' de Meta-Topolina (Phytotechnology Lab®), e solidificado com 7 g L'!
de 4gar (Plant TC Micropropagation Grade, Phytotechnology Lab®). O pH do meio foi
ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da inclusdo do dgar. O meio de cultura foi autoclavado a 121 °C
e 108 kPa por 20 min em frascos de vidro (250 mL de capacidade), contendo 50 mL de meio.
Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno com duas membranas
fluoroporo hidrofobica (PTFE) com poros de 0,45 um (MilliSeal® AVS-045, Air Vent,
Toéquio, Japao) para trocas gasosas.

As culturas foram mantidas por 30 dias em sala de crescimento sob irradiancia de 50

umol m? s!, temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16 h. Apés esse periodo, foram
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realizados subcultivos. O preparo dos meios foi realizado conforme descrito anteriormente,
porém sem a adicdo de regulador de crescimento, e as culturas foram mantidas sob as mesmas

condi¢des de ambiente anteriormente descritas.

Qualidade da luz

Plantas com 5 meses de idade desenvolvidas conforme citado anteriormente foram
utilizadas como explante. Segmentos nodais medindo 1,5 cm de comprimento foram
inoculados em meio consistindo de sais e vitaminas MS (PhytoTecnology Lab®), 30 g L! de
sacarose (Phytotechnology Lab®), 100 mg L' mio-inositol (Sigma Chem. Co.), 1 mg L'! de
mT (Phytotechnology Lab®) e solidificado com 7 g L' de 4gar (Plant TC Micropropagation
Grade, Phytotechnology Lab®). O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da inclusdo do dgar. O
meio de cultura foi autoclavado a 121 °C e 108 kPa por 20 min em frascos de vidro (250 mL
de capacidade), contendo 50 mL de meio. Os frascos foram vedados com tampas rigidas de
polipropileno com duas membranas PTFE de 0,45 um de poros, para trocas gasosas. Apos 30
dias de cultivo, as plantas foram transferidas para meio semelhante como descrito acima, no
entanto, sem a adi¢do de reguladores de crescimento.

Como fontes de luz, foram utilizadas lampadas diodo emissor de luz (LED) com os
seguintes espectros: Branco (SMD 100, 18 W, Vilux®, Vitéria, ES, Brazil); Vermelho/Azul
(V/A; LabPAR LL-HR/DB-480, 11.6 W, LabLumens®, Carapicuiba, SP, Brasil);
Branco/Azul alto (B/AA; GreenPower TLED W 20W HB, Philips®, China);
Vermelho/Branco/Azul médio (V/B/AM; GreenPower TLED DR/W 18W MB, Philips®) e
Vermelho/Branco/Vermelho distante/Azul médio (V/B/VD/AM; GreenPower TLED
DR/W/FR 17W MB, Philips®) (Figura 1). A irradiancia foi padronizada em 150 pumol m 2 s
através de um irradiometro (LI-250A, LI-COR® Inc., Lincoln, NE). Os espectros de absorcao
foram registrados em uma faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm com um
espectrorradidometro e o software de sistema de aquisi¢do de dados Ocean Optics Spectra-
Suite (OceanOptics®, Dunedin, FL) (Figura 1).

As culturas foram mantidas por 60 dias em sala de crescimento com temperatura de 25
+ 2 °C e fotoperiodo de 16 h, apds esse periodo foram coletadas e analisadas quanto as
varidveis de crescimento, morfoanatdomicas e fisioldgicas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, totalizando
cinco tratamentos (B; V/A; B/AA; V/B/AM; V/B/VD/AM) com 10 repeti¢des cada. Cada

repeticao consistiu por um frasco contendo trés explantes.
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Analises

Varidveis de crescimento

Ap6s 60 dias de cultivo in vitro, as plantas foram avaliadas quanto a massa fresca
(mg), massa seca (mg), nimero de folhas e drea foliar (cm?). Para a determinacdo da drea
foliar, as folhas foram destacadas, fixadas em papel branco plastificado, fotografadas com
camera digital, e as imagens processadas no programa ImageJ (Schneider et al., 2012). Para

obtencdo da massa seca (g), o material vegetal foi seco em estufa a 50 °C por 72 h.

Quantificagdo de betalainas

Para obtenc¢ado do extrato concentrado de betalainas utilizou-se o protocolo descrito por
Lage (2015). A extracdo foi realizada em metanol a 80 % durante 30 min, sob agitacdo
constante, em seguida, o material foi centrifugado a 4.000 g por 10 min.

O contetido de betacianina e betaxantina foi avaliado em um leitor de microplacas
(Leitor de ELISA e Fotdmetro de Microplacas Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific Inc.).
A absor¢do de luz a 538 nm foi utilizada para calcular a concentragdo de betanina (principal
betacianina), enquanto a absor¢do a 476 nm para o conteido de vulgaxantina-I (principal
betaxantina).

O célculo da absor¢do de luz pela betanina e vulgaxantina-I foi realizado de acordo
com as seguintes equacoes:

x=1,095.(a—c)

Z=a—Xx
y=b-z-(x/3,1)
Onde:

a = absor¢do de luz da amostra a 538 nm

b = absor¢do de luz da amostra a 476 nm

¢ = absor¢do de luz da amostra a 600 nm

x = absor¢do de luz de betanina sem as impurezas

y = absor¢do de luz da vulgaxantina-I corrigido pela contribui¢do da betanina e das
impurezas

z = absorc¢do de luz das impurezas
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Para a determinagdo das concentragdes de betanina e vulgaxantina-I aplicou-se o valor
de absortividade (A!'%) de cada pigmento, que representa o coeficiente de extingdo em 1% de
solugdo. Segundo Wyler e Dreiding (1957) e Piattelli e Minale (1964), a absortividade da
betanina corresponde a 1120 e da vulgaxantina-I a 750.

A concentragdo de betalainas totais a partir da quantificacdo de betanina e
vulgaxantina-I foi estabelecida a partir da Lei de Beer-Bourguer-Lambert, a qual relaciona a
absorvancia (A) com a concentragdo (c) da substancia absorvente, de acordocom A=a.b.c.

Onde:

a = absortividade

b = comprimento do percurso 6ptico (0,5 cm)

¢ = concentragdo da substincia absorvente (g/L)

Determinacao da atividade fotossintética

Para determinacdo da atividade fotossintética in vitro, utilizou-se um sistema de
analisador de gés infravermelho (IRGA, model S151; Qubit Systems, ON, Canada) adaptado,
proposto por Costa et al. (2014). Nesse sistema, a fonte de energia luminosa é fornecida por
uma combinacio de ldmpadas LEDs no espectro vermelho e azul dispostas no interior das
laterais de um recipiente de poliestireno expandido. Antes da andlise, as plantas foram
mantidas na auséncia de luz por um periodo de 8 horas.

A taxa fotossintética in vitro (A) foi dada pela seguinte férmula:

Yy 1 ACO,
A (umolm=s™) = Vol Flow
Onde,
ACO,(ppm) = CO, dereferéncia — CO, de analise
Taxa de fluxo de ar (L min™1)
Mol.Flow =

Constante dos gases perfeitos (22,4) X Temperatura (K)
( 600000 )

Area foliar (cm?)

Caracterizacdo morfoanatomica

Para avaliacdo anatdmica, sec¢Oes transversais da regido mediana da maior folha

foram coletadas e fixadas em solucdo de glutaraldeido (4%). Em seguida, as amostras foram
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desidratadas em série etilica de concentracdo crescente e incluidas em historesina acrilica
(Historesin, Leica Instruments, Alemanha). Sec¢des transversais de 5 pm de espessura foram
obtidas em micrétomo rotativo de avango automadtico (RM2155, Leica Microsystems Inc.,
USA). As secgdes obtidas foram coradas com azul de toluidina (pH 4,7) por 3 min (O’Brien
et al., 1964). Posteriormente, as laminas foram montadas em Permount® SP15-500 (Fisher
Scientific) e observadas em microscopio de luz. As imagens foram capturadas em
microscopio de luz (modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado a
camera fotografica digital (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e

microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic.

Anadlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GENES (Cruz, 2016).
Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com teste F e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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RESULTADOS

Os diferentes espectros de luz testados no nosso estudo ndo influenciaram,
estatisticamente, nas variaveis de crescimento avaliadas, assim como, na atividade
fotossintética das plantas de P. aculeata (Figuras 2 e 3).

Quando submetidas a diferentes espectros de luz, plantas de P. aculeata cultivadas in
vitro apresentaram diferengas significativas apenas para o contetido de betacianina. As
maiores médias para o acimulo de betacianina foram observadas em plantas cultivadas sob a
combinagdo das luzes V/B/AM (Figura 4A). Em relacio ao conteido de betaxantina e
betalainas totais, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos testados
nesse estudo (Figura 4B e 4C).

As folhas de P. aculeata cultivadas in vitro sob diferentes condi¢des de luz
apresentaram epiderme unisseriada, folhas anfiestomdticas, feixe vascular do tipo colateral
circundado por parénquima fundamental, e presenca de células mucilaginosas (Figura 5). Sob
luz branca, aparentemente foi observado folhas menos espessas e com feixe vascular menos
pronunciado (Figuras 5SA e 5B). Nas folhas de P. aculeata, sob todas as condi¢bes de
qualidade da luz, observou-se a presenca de dois tipos de parénquima, o palicaddico e o
lacunoso (Figuras 5C, 5F, 51, 5L e 50). Em todas as condicdes de luz, exceto sob luz branca,
as plantas apresentaram fibras do floema e do xilema mais pronunciadas, resultando em feixes
vasculares mais desenvolvidos (Figuras SE, 5H, 5K e 5N).

Em relacdo a presenca de células mucilaginosas, aparentemente nao foram observadas

diferengas na sua quantidade.
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DISCUSSAO

A luz regula diversos processos do desenvolvimento das plantas, como o crescimento,
fotossintese e rotas metabdlicas (Kami et al., 2010; Wit et al., 2016). Dado a sua importancia,
varios trabalhos t€ém sido realizados a fim de compreender melhor as repostas das plantas,
principalmente relacionados a influéncia da qualidade da luz no desenvolvimento e na
producdo de metabdlitos secundarios in vitro (Kubica et al., 2020; Silva et al., 2020; Klimek-
Szczykutowicz et al., 2022; Rocha et al., 2022).

No presente estudo, as plantas de P. aculeata foram cultivadas in vitro sob diferentes
espectros de luz (B; V/A; B/AA; B/V/IAM e B/V/VD/AM). No entanto, as condi¢des de luz
testadas ndo causaram diferencas significativas nas caracteristicas morfofisioldgicas
avaliadas. Esse resultado pode estar relacionado com a alta irradidncia (150 pmol m2 s™})
utilizada neste estudo, uma vez que, plantas expostas a alta intensidade luminica podem sofrer
fotoinibi¢cdo, evento este que causa danos no aparato fotossintético, resultando em menor
atividade fotossintética e, consequentemente, menor acimulo de biomassa. Costa et al.
(2015), relataram que a alta irradidncia promoveu diminui¢des no rendimento quantico de
plantas de Hymenaea stigonocarpa, o que reduziu a taxa fotossintética. Plantas de Vernonia
condensata cultivadas sob diferentes qualidades de luz também ndo apresentaram diferencas
significativas na atividade fotossintética in vitro (Fortini, 2017).

A qualidade da luz afetou o conteudo de betacianina de plantas de P. aculeata
cultivadas in vitro, sendo seu actimulo favorecido pela combinacdo de luzes V/B/AM. A
utilizacdo de comprimentos de onda especificos, pode induzir maior biossintese de compostos
de interesse (Tarakanov et al., 2022), pois possibilita a ativagdo de fotorreceptores
especificos, resultando na regulacdo de diferentes respostas fotossintéticas e fotomorfogénicas
importantes de plantas cultivadas in vitro (Dutta Gupta e Jatothu, 2013). A qualidade da luz
tem efeitos significativos na biossintese de metabdlitos secundérios em diferentes espécies de
plantas. Em Verbena officinalis cultivada in vitro sob diferentes qualidades de luz,
apresentaram maior acimulo de compostos como verbascosideos, isoverbascosideo e dcidos
fendlicos (Kubica et al., 2020). A luz vermelha induziu o acimulo de saponina triterpénica
em Quillaja brasiliensis (Yendo et al., 2015). A propor¢do de 1:1 de luz vermelho e azul
aumentou a produgio de 20-hidroxiecdisona (20E) em Pfaffia glomerata (Silva et al., 2020).

A qualidade da luz influenciou na anatomia de P. aculeata in vitro. Plantas cultivadas
sob condi¢do de luz branca, apresentaram aparentemente folhas menos espessas, e feixe

vascular menos pronunciado, caracteristicas ndo observadas nas folhas de plantas cultivadas
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sob as demais condicdes de luz utilizadas nesse estudo. Resultado contrério foi encontrado em
Solanum lycopersicum cultivada sob diferentes espectros luminosos, onde a espessura da
lamina foliar foi maior em plantas cultivadas sob luz branca, quando comparadas as luzes
vermelho/verde/azul e vermelho/azul (Arena et al., 2016). Em V. condensata, as 1lampadas
LED branca forneceram maior organizacdo celular, com células menores e justapostas

(Fortini, 2017).
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CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que sob condicdo de luz Vermelho/Branco/Azul Médio,
plantas de P. aculeata cultivadas in vitro apresentaram maior conteido de betacianina,
confirmando assim, o efeito significativo da qualidade da luz na biossintese de metabdlitos
secundérios. E que, sob condi¢do de luz Branca, as plantas, aparentemente, apresentaram
folhas menos espessas e feixe vascular menos pronunciado.

Este € o primeiro trabalho a relatar os efeitos da qualidade de luz no cultivo in vitro de
P. aculeata, uma espécie com alto potencial biotecnoldgico para uso na industria farmacéutica

e alimenticia.
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Figura 1. Espectro de luz das diferentes 1ampadas LED utilizadas. Abreviacdes: B - Branco,
V/A - Vermelho/Azul, B/AA - Branco/Azul Alto, V/B/AM - Vermelho/Branco/Azul Médio,
V/B/VD/AM - Vermelho/Branco/Vermelho Distante/Azul Médio.
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Figura 2. Varidveis de crescimento de Pereskia aculeata apés 60 dias de cultivo in vitro sob
diferentes qualidades de luz: Branco (B), Vermelho/Azul (V/A), Branco/Azul Alto (B/AA),
Vermelho/Branco/Azul Médio (V/B/AM), Vermelho/Branco/Vermelho Distante/Azul Médio
(V/B/VD/AM). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Figura A: Barra =5 cm.
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Figura 3. Taxa fotossintética de Pereskia aculeata apés 60 dias de cultivo in vitro sob
diferentes qualidades de luz: Branco (B), Vermelho/Azul (V/A), Branco/Azul Alto (B/AA),
Vermelho/Branco/Azul Médio (V/B/AM), Vermelho/Branco/Vermelho Distante/Azul Médio

(V/B/VD/AM). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.
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Figura 4. Concentracio de betalainas em plantas de Pereskia aculeata apés 60 dias de cultivo
in vitro sob diferentes qualidades de luz: Branco (B), Vermelho/Azul (V/A), Branco/Azul
Alto (B/AA), Vermelho/Branco/Azul Médio (V/B/AM); Vermelho/Branco/Vermelho
Distante/Azul Médio (V/B/VD/AM). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 5. Secdes transversais da porcao mediana de folhas de plantas de Pereskia aculeata
apo6s 60 dias de cultivo in vitro sob diferentes qualidades de luz: Branco (B), Vermelho/Azul
(V/A), Branco/Azul Alto (B/AA), Vermelho/Branco/Azul Médio (V/B/AM);
Vermelho/Branco/Vermelho Distante/Azul Médio (V/B/VD/AM). Detalhes do feixe vascular
principal da por¢ao mediana da folha (A, D, G, J, M), do feixe vascular principal da folha (B,
E, H, K, N) e da lamina foliar (C, F, I, L, O). AbreviacOes: Asteriscos pretos (*) - Células
mucilaginosas; Ep — Epiderme; Est — Estomato; FV — Feixe Vascular. Barras = 100 pm.
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CONCLUSOES GERAIS

e A desinfestagao em solucao de NaOClI a 2,5% de cloro ativo combinado a adi¢dao de 0,2%

de PPM ao meio de cultura proporcionou maior produgao de explantes axénicos;

e As diferentes citocininas influenciam no desenvolvimento, na atividade de enzimas
antioxidantes e no conteido de betalainas em P. aculeata in vitro. A mT promoveu maior
acimulo de que massa fresca da folha, massa seca do caule, maior comprimento do caule e

maior area foliar, sendo indicada para o estabelecimento de P. aculeata in vitro;

e O meio de cultura MS proporcionou maior acimulo de biomassa em P. aculeata, podendo

ser potencialmente utilizado para a propagacao da espécie in vitro;

e As plantas de P. aculeata apresentam potencial de propagacdo hererotréfica e
fotomixotréfica, com melhores condi¢des de cultivo in vitro em 15 g L' de sacarose e
frascos vedados com tampas sem membrana que permite TTCO, de 14 pL L' 57!, ou em 30
g L'! de sacarose e frascos vedados com tampas com duas membranas que permitem TTCO»

de25 uL L!s!;

e A qualidade espectral da luz influenciou no acimulo de betacianina, sendo maior sob

condic¢do de luz Vermelho/Branco/Azul Médio (V/B/AM);

Este trabalho fornece novas perspectivas em relacdo aos efeitos da manipulacdo do
meio € do ambiente de cultivo sob o desenvolvimento e o metabolismo secundério de P.
aculeata, podendo auxiliar na otimizacdo de protocolos de propagacdo e de producdo de

betalainas dessa espécie in vitro.



