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RESUMO: Brotacdes laterais de plantas de Aloe vera ( L.) Burm. cultivadas in vitro, por 90 dias,
subcultivadas a cada 30 dias, sem adicdo de reguladores vegetais, foram inoculadas em meio de
cultura MS contendo ou nédo espermina e/ou espermidina. Apés 30 dias de cultivo, as plantas
foram submetidas as andlises bioquimicas, comparadas entre si e com plantas micropropagadas
com 90 dias de cultivo in vitro em meio contendo BAP e NAA (denominadas caracteriza¢éo),
bem como com plantas matrizes (in vivo). Nas analises bioquimicas foram avaliados os niveis de
poliaminas livres, fendis totais sollveis, flavonoides totais solliveis e atividade da peroxidase. A
aplicacdo exdgena de espermina e espermidina promoveu grande niimero de perfilhos, bem como
aumento no teor de putrescina e flavondides. Putrescina apresentou as alteracdes mais
significativas, podendo ser utilizada como marcadora de morfogénese em Aloe vera
micropropagada. Tecidos em ativo crescimento apresentaram alta atividade de peroxidase, assim
como aqueles com maior taxa de oxidacdo. Nestes tecidos também ocorreu maior teor de
flavonoides totais. A agcao conjunta das poliaminas mostrou-se benéfica para o perfilhamento.

Palavras-chave : poliaminas, compostos fenélicos, peroxidase, micropropagacéo, Aloe

ABSTRACT: Effect of exogenous polyamines in the in vitro initial growth, in the contents

of phenols and polyamines contents, and peroxidase activity in Aloe vera (L.) Burm.
Lateral shoots of the Aloe vera (L.) Burm. cultivated in vitro, without addition vegetal regulators,
for 90 days, were inoculated in MS culture-medium, containing or not spermine and/or spermidine.
After 30 days of cultivation, the plants were submitted to biochemical analysis together with
micropropagated plants — that were under in vitro cultivation for 90 days — (denominated as
characterization), and matrix plants (in vivo). The levels of free polyamines, total phenols, total
flavonoids, and the activity of peroxidase were evaluated in the biochemical analyses. The
exogenous application of spermidine have promoted large number of shoots. Spermidine and
spermine have promoted, when associated, an increase in the number of shoots as well as an
increase of the contents of putrescine and and flavonoids. The putrescine has presented the
most significant alterations, enabling to be utilized as marker of morphogenesis in the
micropropagated Aloe vera. Tissues under active growth have presented high activity of peroxidase
as well as those with greater rate of oxidation. In these tissues, there were noticed also higher
contents of total flavonoids, indicating the need of antioxidative compounds. The action of
polyamines jointly tseemed to be benefic for the shooting of micropropagated Aloe vera.

Key words : polyamines, phenolic compounds, peroxidase, micropropagation, Aloe

INTRODUCAO

Os vegetais tém capacidade quase ilimitada
de sintetizar substancias, que em muitos casos, sao
utilizadas como defesa contra microrganismos,
insetos e herbivoros (Dempsey et al., 1993) e que
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servem de modelo para a sintese de inumeros
medicamentos, sendo que grande parte dos
compostos secundarios ja isolados de plantas
medicinais ainda esta para ser estudado quanto as
suas atividades bioldgicas (Stangarlin et al., 1999).
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Neste sentido, diversos estudos tém sido realizados
na tentativa de se obter farmacos em plantas com
potencial fitoterapico, acompanhado de um
significativo aumento nos investimentos em pesquisa.
O problema maior é o material vegetal, o qual, devido
a grande procura, pode se tornar escasso e ainda, a
dependéncia da planta do campo pode ser um entrave
na producao destes fitoterapicos.

A cultura de tecidos vegetais tem sido
freglientemente usada como um modelo para estudar
desenvolvimento, assim como dos metabdlitos
presentes, devido maior facilidade de obtencéo das
plantas, quando estabelecido um protocolo (Arnaldos
etal., 2001). Substancias como poliaminas tém sido
utilizadas amplamente no cultivo in vitro, juntamente
com reguladores vegetais, principalmente as auxinas
e citocininas. A adicdo de poliaminas ao meio de
cultura tem mostrado efeito estimulador de
crescimento em varias plantas (Scott et al., 1998),
estando envolvidas na regulacdo do crescimento,
divisdo e diferenciacéo celular (Rajam, 1997). Durante
os ultimos anos, tem sido relatadas como eficientes
antioxidantes em sistemas experimentais, exercendo
este efeito através da protecdo de componentes
celulares, tais como membranas, acidos nucléicos e
acidos graxos poli-insaturados, de danos oxidativos
(Lovaas, 1991; Lovaas, 1996). As poliaminas e outros
reguladores vegetais podem modular eventos
morfogénicos (Altamura et al., 1993).

A espécie Aloe vera (L.) Burm. (Liliaceae),
também conhecida como babosa e tendo como
sinonimia A. barbadensis Mill., apresenta baixo
rendimento no campo (Silva et al., 2000) e a
micropropagacado poderia ser um método eficaz de
producdo de plantas (Hu et al., 2003). Diversos
compostos tem sido identificados em extratos de Aloe
vera, incluindo polissacarideos e flavonoides (Lee et
al., 2000; Zhang et al., 2001).

Os compostos fendlicos podem participar de
reacbes de manutencao do nivel adequado de
reguladores, essenciais para os diversos eventos
morfogenéticos (Cvikrova et al., 1998). O papel dos
fendlicos tem sido extensivamente estudado nos
ultimos anos, estando correlacionando entre as
diversas ac¢des, no controle do crescimento, ja que a
relacdo crescimento e acimulo de alguns destes
compostos é igualmente inversa (Mader & Hanke,
1997) e podem agir como inibidores. Alguns deles
podem promover aumento na taxa de crescimento
(Li et al., 1993) e prolongar a acéo das auxinas por
inibir a acao do &cido 3-indolilacético (IAA) (Krylov et
al., 1994). Outra importancia relatada aos compostos
fendlicos é o estudo da atividade dos flavondides, os
guais desempenham importante papel na saude
humana. As propriedades dos flavonéides séo
conhecidas nos processos anti-oxidativos, anti-
microbianos, anti-mutagénicos e anti-carcinogénicos

(Awad et al., 2000). Levando em consideracao esses
fatores, tornam-se relevantes os estudos sobre as
fontes naturais de flavondides (Oliveira et al., 1999).

As peroxidases sdo enzimas que participam
de reacBes oxidativas e estao relacionadas com o
controle da auxina endégena (Pedrefio et al., 1990).
Peroxidases tem sido usadas por diversos autores,
assim como as poliaminas, como marcadoras
bioguimicas de eventos morfogenéticos em plantas
cultivadas in vitro (Lima et al., 1999; Lima et al., 2003).

Assim, como as poliaminas podem atuar em
diversas rotas metabolicas, este trabalho objetivou
estudar a participacao da espermidina e espermina
nos mecanismos de formacdo de compostos
fendlicos, incluindo os flavondides e na atividade da
peroxidase, além dos teores enddégenos de
poliaminas.

MATERIAL E METODO

O material vegetal utilizado (brotacdes laterais
de plantas de Aloe vera (L.) Burm. cultivadas in vitro,
sem adicao de reguladores vegetais, com 90 dias, foi
inoculado em meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) acrescido de 30 g L-* de sacarose, 100
mg L de inositol, 1,0 mg L de tiaminae 6,0 gL*de
agar, contendo 6-benzilaminopurina (BAP) e acido alfa-
naftalenoacético (NAA) ou poliaminas espermidina
(Spd) e espermina (Spm) e mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 25+ 2°C, 85% U.R.,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de
1000 lux. A solucéo de poliaminas foi adicionada ao
meio de cultura MS, previamente autoclavado e
resfriado (aproximadamente 45°C), com o auxilio de
seringa descartavel e filtros acoplaveis MILLEXR —
Millipore, contendo poros de 0,22 [m, sendo este
procedimento realizado em camara de fluxo laminar.
Posteriormente, o meio de cultura foi distribuido em
frascos de vidro (268 mL de capacidade) previamente
esterilizados, com 40 mL de meio em cada frasco.
Apés o resfriamento completo do meio de cultura foi
realizada a inoculacdo, sendo colocada uma planta
por frasco. Apos a distribuicdo das plantas nos quatro
tratamentos, contendo 5 repeticdes (cada repeticdo
composta de 4 explantes), os frascos foram
distribuidos em delineamento experimental em blocos
casualizados, com fotoperiodo de 16 horas,
intensidade luminosa de 1000 lux, por 30 dias. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.

Posteriormente, as plantas foram
submetidas as analises bioquimicas, juntamente com
plantas micropropagadas (90 dias de cultivo in vitro,
denominadas caracterizacao) e plantas matrizes (in
vivo), perfazendo 6 tratamentos com 4 repeticoes,
distribuidos em delineamento experimental em blocos
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ao acaso, sendo as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de significAncia (Tabela 1). As plantas
referentes aos 90 dias de cultivo in vitro
(caracterizacado), foram obtidas através dainoculacao
de apices caulinares oriundos de brotacfes laterais
de plantas in vivo (cultivadas em condi¢Bes de campo,
no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biolégiocas e Agricolas (CPQBA), da Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP). Os 4pices
caulinares foram inoculados em meio de cultura (MS
+ 8,88 [Umol L* de BAP + 5,36 Cimol L* de NAA), o
qual, a partir de experimentos prévios, mostrou ser o
melhor meio indutor de organogénese na espécie
estudada. Nesta época, essas plantas foram
analisadas quanto aos teores de poliaminas
enddgenas livres, flavondides totais sollUveis, fenéis
totais solUveis e atividade da peroxidase.

Para as andlises bioquimicas (poliaminas
livres, flavondides totais soltveis, fendis totais sollveis
e atividade da peroxidase), as plantas micropropagadas
com 90 dias em meio MS acrescido de BAP e NAA e
aquelas com 120 dias (90 dias em meio MS sem
adicado de reguladores e cultivadas por 30 dias em
meio contendo ou ndo as poliaminas espermidina e
espermina), foram separadas em planta-méae
(explante inicial), perfilhos e rizomas, enquanto as
plantas matrizes (oriundas do campo) foram
separadas em epiderme e rizomas. Nas plantas
matrizes o gel (mucilagem) néo foi utilizado nas
andlises, enquanto as micropropagadas foram
utilizadas inteiras, ou seja, sem separacdo da
epiderme com o gel, devido a grande dificuldade de
separacao. As analises realizadas na epiderme da
planta matriz (in vivo) foram comparadas com a
planta-mae (explante inicial com 90 dias de cultivo) e
com as que receberam tratamentos (auséncia ou
presenca de espermidina e/ou espermina por mais
30 dias, 120 dias de cultivo). Essas analises também
foram realizadas nos respectivos rizomas. A anélise
dos perfilhos foram feitas apenas nas plantas
micropropagadas, tanto com 90 dias, como com 120
dias de cultivo in vitro.

TABELA 1. Tratamentos submetidos as analises
bioguimicas.

Tratamenlos

Ti (plantas in vivo)

Ty (80 dias in wiro)
[caracterizacio)

Ta (120 dias v WiIG)

Flamas Matrizes

RS + 8.8E umad L de BAP
F 536 el L de  BLAA
BS + 8.8E umal L de BAP
+ 5.3 umol L' de  MAA
M5 + 10,0 mmol L Fpm
BS + 10,0 mmol L' Spd
M3 + 10,0 mmol L Spm

+ 10,0 mmal L'I Ep-:I

Ta (120 dias iy wiiro)
Te (120 diss i vRro)
Te (120 digs i wRro)

Nas andlises bioquimicas foram avaliados os
niveis de poliaminas, fendis totais sollveis, flavondides
totais sollveis e atividade da peroxidase, em plantas
micropropagadas com 120 dias de cultivo in vitro (com
adicdo de auxina e citocinina ou poliaminas exdgenas),
plantas micropropagadas com 90 dias de cultivo in
vitro (caracterizacdo) e plantas matrizes (/in vivo).

Teor de poliaminas livres

A andlise foi realizada de acordo com o
método de Flores & Galston (1982) modificado por
Lima (1994). Amostras de material fresco (planta-mae,
perfilhos e rizomas) de plantas micropropagadas e
amostras da planta matriz (epiderme e rizomas) foram
pesadas e homogeneizadas em &cido perclérico 5%
gelado e centrifugadas durante 20 minutos a 4°C.
Aliquotas foram transferidas para tubo de ensaio,
juntamente com cloreto de dansila
(diaminophtylsulfonico- 1)-(5 mg mL* de acetona) e
de solugéo de Na,CO,saturado. Foram adicionados
100LIL de prolina e os tubos ap0s agitacdo foram
mantidos por 30 minutos no escuro. Em seguida,
500C 1L de benzeno foram adicionados e os tubos
novamente agitados. Aliquotas da fase orgéanica foram
retiradas e submetidas a cromatografia de camada
delgada.

As placas empregadas (20 x 20 cm de 5000
de espessura, recobertas com camada de silica gel
60G), foram ativadas a 100°C por 2 horas. Os
solventes cromatograficos utilizados foram a mistura
cloroférmio:trietilamina (5:1), para a separacao das
poliaminas putrescina, espermidina e espermina. A
separacao cromatografica foi realizada por 1 hora a
25°C, sendo todo o processo acompanhado por luz
UV. Padrbes de poliaminas foram processados da
mesma maneira. Apds esse processo, as placas
foram secas e as poliaminas quantificadas por
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia em
aparelho VDS (Video Documentation System), através
do programa Image Pro-IPW, no Laboratério de Fisica
e Biofisica do Instituto de Biociéncias (UNESP) -
Botucatu. Os teores de poliaminas livres foram
expressos em nmol put g mft, nmol spd g mft e
nmol spm g mf?,

Teor de fendis totais sollUveis

A andlise foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico Folin-Denis (Horwitz,
1995). Amostras de material seco e moido de plantas
micropropagadas (planta-mae, perfilhos e rizomas) e
amostras da planta matriz (epiderme e rizomas) foram
coletadas, pesadas e colocadas em tubos de
centrifuga. Em cada tubo foi adicionado acetona 70%
e agua destilada. Em seguida foram levados para
banho ultrassénico e centrifugados a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi colocado em frascos e mantidos em
gelo. Aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para tubos
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de ensaio e o0 volume completado com agua destilada.
Adicionou-se o reagente Folin-Denis e a solucéo
saturada de Na,CO,.

Apés agitacdo dos tubos, estes foram
mantidos em repouso por 45 minutos e a leitura da
absorbéancia realizada a 725 nm. Os resultados foram
expressos em [g fendis (acido tanico) g* ms™.

Teor de flavonoides totais soluveis

A andlise foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico adaptado de Santos &
Blatt (1998) e Awad et al. (2000). Amostras de material
fresco foram pesadas e maceradas em 20 mL de
solucdo A (metanol 70% e acido acético 10%).
Posteriormente, foram levados ao banho ultrassénico
e apos filtragem, centrifugados a 10.000 rpm. Apés a
transferéncia do sobrenadante para tubos de ensaio
foram acrescentados cloreto de aluminio e acido
acético 10%, sendo em seguida agitados e mantidos
em repouso durante 30 minutos. A leitura da
absorbéancia foi realizada a 425 nm e os resultados
expressos em [g flavonéides (rutina/quercetina) g*
m st

Atividade da peroxidase (E C 1.11.1.7)

A andlise foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico de Allan et al. (1974)
modificado por Lima et al. (1999). Amostras de
material fresco de plantas micropropagadas e
amostras da planta matriz foram pesados e
macerados em tampao fosfato 0,2 M, pH 6,7. Apos
centrifugacao, foi adicionada solucéo de peréxido de
hidrogénio e fenol. Os tubos contendo o sistema de
reacdo foram mantidos em banho-maria por 5
minutos, sendo interrompida a reacdo com adicao

de etanol absoluto. A leitura da absorbéncia foi
realizada a 505 nm. A atividade especifica da
peroxidase foi expressa em[mol de H,O, decomposto
min-*mg* de proteina.

RESULTADO E DISCUSSAO

As plantas com 120 dias de cultivo in vitro
foram submetidas as andlises bioquimicas,
juntamente com plantas com 90 dias de cultivo in
vitro (caracterizacdo) e plantas matrizes (/in vivo).

O maior valor de putrescina (Tabela 2) na
planta-mae (in vitro) foi encontrado no tratamento
contendo a mistura das poliaminas espermidina e
espermina, o qual apresentou diferencas significativas
dos demais tratamentos. Resultados semelhantes
foram encontrados quando se analisou o teor dessa
diamina no nimero de perfilhos (Tabela 6). Esses
valores poderdo estar relacionados com o maior
perfilhamento obtido nesse tratamento em relagéo aos
demais, sugerindo que os teores de putrescina
aumentam em tecidos em crescimento ativo (Rey et
al., 1994). Diversos autores, entre eles Galston &
Kaur-Sawhney (1995), relatam que a putrescina,
assim como as demais poliaminas, € requerida para
0 crescimento e desenvolvimento 6timo de vérias
plantas. Esse fato se deve provavelmente a essa
amina ser a precursora de espermidina e espermina
(Bouchereau et al., 1999). Assim, a partir desses
resultados, nota-se que o efeito exégeno das
poliaminas, principalmente espermidina e espermina
foi positivo no crescimento e perfilhamento. O efeito
estimulante no crescimento e formacao de brotos por
poliaminas exdgenas tem sido comprovado e
recomendado por diversos autores (Bouchereau et
al., 1999).

TABELA 2. Teores de putrescina na epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-méae (explante inicial) dos tratamentos
in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos (brotacdes laterais de plantas in vitro),
expressos em nmol de putrescina grama de matéria fresca™.

Flaria Caract
Padriz o0 dias
Epiderms
Planla-mbe 31,27 be 45 50 be 5382
Rizoma 1410 c 22,58 bo
Parfilhg AT 83c AT00c

B P& M A
120 dias

176,31 a

Spm Spd
120 dias 120 dias

Spm4+Spd T
120 dias

i e T 26,60 ¢
15545a 6382b
T TTE0b

121,74 & 12,85
132858 20,97
12180 a 454

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

Quanto aos teores de putrescina nos
perfilhos, o tratamento contendo a combinacéo de
espermidina e espermina apresentou valores mais
elevados. Esse tratamento induziu maior nimero de
perfilhos (8,50) em relacdo a aplicacdo de BAP +

NAA (3,75 perfilhos), espermina (2,12 perfilhos) e
espermidina (6,75 perfilhos), conseqiientemente
maior atividade meristemética. Tal resultado concorda
com os de Maki et al. (1991), sugerindo que a
putrescina deve agir no controle do progresso das
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fases de mitose nas células, evidenciando aumento
dos teores durante esse periodo. Desai & Metha (1985)
também verificaram em explantes foliares de
Passiflora sp., que os teores de putrescina
aumentaram durante a emissao de brotacdes.

Geralmente os teores de poliaminas estao
associados com crescimento ativo dos tecidos, Meijer
& Simmonds (1988) relataram que os teores de
putrescina estdo relacionados com as mudancas
ocorridas em funcéo do processo de diferenciacao.
Neste trabalho, na associacdo de espermina e
espermidina ocorreu maior niumero de perfilhos,
diferindo estatisticamente quanto ao teor de putrescina
dos demais tratamentos, apresentando valor superior.
Assim, 0 maior valor encontrado de putrescina no
tratamento contendo as duas poliaminas pode estar
relacionado com a maior emisséo de perfilhos. Quanto
aos teores de putrescina no rizoma aos 120 dias, os
tratamentos contendo BAP + NAA, espermina e a
combinacdo de espermina + espermidina apresentaram
0s maiores valores, ndo ocorrendo diferencas
significativas entre estes tratamentos.

Verifica-se que ha aumento dos teores de
espermina na planta-mae (Tabela 3) aos 90 dias de
cultivo in vitroem relagdo ao encontrado na epiderme
da planta matriz. Resultado inverso é observado no
rizoma. Os teores, nos 6rgdos analisados, foram

maiores que 0s encontrados para putrescina.
Provavelmente, este resultado se deve ao meio de
cultivo, propicio ao crescimento e desenvolvimento,
onde putrescina poderia estar sendo convertida em
espermidina e espermina (Marton & Morris, 1987,
Galston & Kaur-Sawhney, 1995). Nota-se que a
aplicacdo das poliaminas isoladas ou em combinacéo
nao induziram aumento no teor de espermina quando
comparado com o tratamento contendo BAP e NAA,
tanto nas folhas (epiderme/planta-mée) como no
rizoma. Resultado inverso pode ser observado nos
perfilhos, que por estarem provavelmente em ativo
desenvolvimento, apresentaram maiores hiveis dessa
poliamina.

Scott et al. (1998) citam que as poliaminas,
apesar de desempenharem papéis positivos em varios
sistemas de cultura, em alguns casos mostram-se
ineficientes. Segundo Rugini et al. (1992), os diferentes
efeitos que as poliaminas apresentam para um
mesmo evento podem estar relacionados com a
aplicacdo de uma concentracdo inadequada a
espécie, ou a altas concentracbes enddgenas ja
existentes no tecido, o que poderia explicar os
resultados encontrados neste trabalho, podendo
ocorrer acdo das poliaminas oxidases, gerando
peréxidos (Smith, 1985) ou mesmo areconversao a
putrescina (Tassoni et al. 2000).

TABELA 3. Teores de espermina na epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial) dos tratamentos
in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilnos (brotacdes laterais de plantas in vitro),
expressos em nmol de espermina. grama de matéria fresca.

Planka Caract,
Matriz 80 dias

Epiderme!
Plamla=-rmiae 4173 h TO 48 a
Rizoma 45,22 bo 3,53c
Pastille 5369 h

ELAP+HM A0
1210 dias

a0.07 a
22158

53,90k

Spm Spd Spm+Spd G
120 dias 120 dias 120 dias

J8.54 b aNS83b B119a 16,35
ME1b 60,48 b 5015 bc 21,28
g2 73 a OE 50 a3 g o0 a 12,92

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade

TABELA 4. Teores de espermidina na epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial) dos
tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos (brotacdes laterais de
plantas in vitro), expressos em nmol de espermidina. grama de matéria fresca.

Flanta Caraci,
hiatnz a0 dias
Epsderme!
Planta-mae 1394 b Bl 4Ba
Rizoma 3272 cd 2416 d
Perfilho 20,64 g

BAP+RAA
240 dias

2082
7740 b
12.01¢c

Spm Spd SpmeSpd OV
30 digs 30 dias 30 digs

2358 ¢ 1377 ¢ 372k 14,80
4521 cd 47 B4 113,22 8 17,30
48980 2681 c 7408 a 18,06

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade
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A Tabela 4 evidencia que o teor de
espermidina na planta aos 90 dias de cultivo foi maior
e difere significativamente dos demais valores
encontrados na epiderme/planta-mée. A aplicacéo
exogena de espermidina ndo induziu o teor endégeno
ao aumento. Esse resultado, assim como do
encontrado para espermina, pode ter sido devido a
época analisada, ja que essas substancias poderiam
ter sido metabolizadas, ou através de enzimas de
interconversao (Tassoni et al., 2000) ou através de
enzimas oxidativas, que promovem a degradacédo
dessas substancias (Smith, 1985).

O uso de poliaminas exdégenas no meio de
cultura, de acordo Takeda et al., 2002 é uma maneira
simples de elevar os niveis enddgenos de poliaminas
e algumas vezes, induzir regeneracao.

Poliaminas exégenas (putrescina, espermidina,
espermina) isoladas ou em combinacao, resultaram
num aumento de crescimento de calos, 0s quais
apresentaram formacéao de brotacdes e raizes com
maior freqiéncia que o controle em Pinus virginiana
Mill. e putrescina ou espermidina isoladas foram os
melhores tratamentos para crescimento de calos,
formacao de brotos e enraizamento desta espécie
(Tang et al., 2004). Neste trabalho, o uso de
espermidina foi também o melhor tratamento tanto
para producéo de massa (fresca/seca), como para
inducédo de brotacao (perfilhos), aplicada tanto
isolada, quanto em combinac&o com espermina.

Mader & Hanke (1997) afirmaram que os
niveis de putrescina livre aumentaram em cultivo in
vitro de soja, especialmente no periodo inicial, antes
do crescimento se tornar restrito para a expansao
celular e a diminuicdo no teor de putrescina foi
associada com o final da diviséo celular. Neste
trabalho, a putrescina causou as alteracdes mais
significativas, podendo, neste caso, ser utilizada como
marcador bioquimico para o aumento do nimero de
plantas.

O teor de fendis (Tabela 5) em plantas
cultivadas in vitro com 90 dias (caracterizacao) foram
maiores na folha da planta-mée, quando comparados
com os demais tratamentos e a aplicacéo exégena
de espermina induziu valores semelhantes
significativamente. Quando se utilizou espermina
combinada com espermidina, os tecidos analisados
mostraram o0s menores teores de fendis totais
sollveis. Quanto ao rizoma, a mesma tendéncia pode
ser observada, porém 0s menores teores sao
verificados na planta matriz. Em relacdo aos perfilhos,
aqueles cultivados em meio contendo espermina e
espermidina combinadas e aplicadas exégenamente,
mostraram valores altos, menores apenas que a
planta cultivada in vitro com 90 dias. Nota-se que
ocorreu correlacéo inversa entre os teores de fendis,
aplicacdo de poliaminas exdgenas e crescimento
(massa seca e numero de perfilhos — Tabelas 6 e 7).

Uma das funces dos fendis esté relacionada com a
modulacdo do desenvolvimento vegetal, pela
regulacéo do catabolismo do &cido indolacético (IAA)
e outra funcdo importante esta relacionada com o
aumento da rigidez da parede celular e
conseqientemente, a formacado das ligacdes
fendlicas com compostos da parede e a perda da
extensibilidade, diminuindo o crescimento celular
(Volpert et al., 1995; Kroon & Williamson, 1999;
Arnaldos et al., 2001). O teor de fendis encontrado
nos tratamentos contendo poliaminas exdgenas esta
de acordo com o papel dos fendis descrito na
literatura, isto €, h4 uma relacédo inversa com o
potencial de crescimento (Nakamura et al., 1998) e
as poliaminas como sdo compostos relacionados
com o crescimento de células e tecidos, promoveram
o resultado esperado. Plantas cultivadas em meio
contendo BAP e NAA aos 120 dias apresentaram
menor indice de massa e nimero de perfilhos, se
comparadas com as cultivadas em meio contendo
espermidina combinada ou ndo com espermina,
apresentando o maior teor de fendis totais. Este teor
encontrado pode também ser devido a presenca da
auxina no meio de cultura, j& que os fendis estéo
relacionados com este regulador (Arnaldos et al.,
2001).

A associacao de espermina e espermidina
exégenas promoveu o maior numero de perfilhos
(8,50) e apresentou também baixo teor de fendis
totais, além do maior teor de putrescina.

Os compostos fendlicos sdo substratos
principais de peroxidases, enzimas relacionadas com
0 crescimento e organogénese (De Klerk, 1996;
Kanmegne & Omokolo, 2003).

As maiores atividades da enzima peroxidase
(Tabela 8) ocorreram na epiderme da planta matriz,
na caracterizacao e no uso exégeno da combinacao
das poliaminas espermidina e espermina. Entre as
funcBes atribuidas as peroxidases em plantas, estao
aquelas relacionadas ao estresse (Castillo, 1992). Em
relacdo a planta matriz (cultivada em condicdes de
campo e analisada 6 horas apés a coleta, devido ao
transporte do material vegetal, mesmo que em
condicdes de temperatura baixa), a alta atividade
observada tanto nas folhas como no rizoma poderia
ser atribuida ao possivel estresse causado pelos
fatores externos. Ja em relacéo ao aumento verificado
na caracterizacao, este fato poderia ser devido as
sucessivas subculturas ou manipulacao. Aumento de
atividade da peroxidase durante a subcultura de
tecidos in vitro também foi noticiada por Laukkanen
et al. (1999) em Pinus sylvestris, onde observaram
que durante a transferéncia de meios, os tecidos
apresentaram maior atividade da peroxidase e os
autores ainda atribuem que esse aumento poderia
estar relacionado com a lignificacao das células.
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TABELAS . Teores de fendis totais ha epiderme da planta matriz (in vivo) e planta-mée (explante inicial) dos
tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos (brotacdes laterais de
plantas in vitro), expressos em [Ig fendis (acido tanico). grama de matéria seca™.

Flarta Caract BAF+RAA

Matiz g0 dias 120 dias
Epiderma/Panta-mae 9725k 17310 a (REREIY
Rizoma J2,10e 118,37 a 88,60 b
Perfilha 138,378 18.37h

S Spd Spr+Spd OV
120 dias 120 dias 120 dias

137 82akb 101,75k 119,87 b 15,03
128,254 BZ.60 b TEEZh 12,77
542 §8.50 b 107, 50eb 20,85

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade

TABELA 6 . NUmero médio de perfilhos nos tratamentos, aos 30, 60 e 90 dias da instalac&o do experimento.

Tratermentas n® perfihcs  n® perfilhios  n? perfilhos
W) das B0 dias o0 das
T1iMS 238k Z85d 33c
T2 (MS+ 4,44 prd L' BAP + 2,88 prmol L' NAR) 244b e 431b
T2 (M3 + B.8E umol L' BAP + 2,68 pmod L' NAA) 4l Ja4 D 445D
Td (M5 + 8,88 prnol L' BAP + 5,35 pmod L' NAA) 3358 4358 5358
Ch 754 277 415

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade

Nos rizomas, nota-se 0s maiores valores para
atividade da peroxidase em todas as plantas in vitro.
Foi verificada a presenca de oxidagdo em todos os
rizomas testados (escurecimento), tanto na
caracterizacéo, provenientes de 90 dias de cultivo in
vitro, como nos tratamentos contendo BAP + NAA e
aqueles contendo espermina e/ou espermidina
exogena.

Devido a taxa de oxidacdo observada, ndo
foi retirado o rizoma durante os subcultivos referentes
a caracterizacao, pois em experimentos prévios foi
observado que aretirada dos rizomas acentuavam a
oxidacdo. A atividade da peroxidase apresenta
alteracbes em tecidos com oxidacdo e/ou
necrosados. A atividade desta enzima, assim como
da polifenoloxidase (capazes de catalisar a formacéo
e polimerizagdo de quinonas de compostos fendlicos)
muda significativamente durante o cultivo in vitro. Tal
polimerizagdo pode causar o escurecimento dos
tecidos, pela converséo dos precursores coloridos em
polimeros marrons e a atividade de enzimas oxidativas
aumenta durante esse processo (Laukkamen et al.,
1999). Provavelmente, neste trabalho, a alta atividade
da peroxidase em rizomas esta relacionada com a
formacédo de compostos oxidados, que tornariam o
rizoma escurecido, sendo também exsudado para o
meio de cultura.

As poliaminas sdo descritas como
substancias que podem prevenir ou diminuir a
oxidacéo, agindo como possivel antioxidante (Lovaas,

1996) e provavelmente, poderiam interferir na atividade
da peroxidase. Nas folhas de Aloe vera, verifica-se
que na aplicacdo de espermina ou espermidina
isoladas ndo ocorreu diferencas, 0 mesmo para o
tratamento contendo BAP + NAA, porém
apresentaram atividade menor em relacéo a aplicacéo
da mistura das duas poliaminas. A alta atividade
observada neste tratamento poderia ser relacionada
com o ativo crescimento observado neste tratamento,
tanto para folhas, como para os perfilhos, pois a
peroxidase tem sido descrita na literatura como
possivel marcador de organogénese (Kanmegne &
Omokolo, 2003; Bonfill et al., 2003; De Klerk, 1996),
apresentando alteracfes na atividade antes dos
eventos morfogénicos se manifestarem (Gaspar et
al., 1985; Anderson et al., 1986) e no caso especifico
de perfilhos, o tratamento com espermina e
espermidina foi o que induziu maior humero de
perfilhos, maior teor de putrescina e apresentou alta
atividade da enzima, podendo neste caso a enzima
peroxidase ser também tomada como indicador de
crescimento ativo em Aloe vera. Por outro lado, como
descrito em Kanmegne & Omokolo (2003), parece
gue cada evento morfogenético que ocorre
(calogénese, rizogénese, formacéo de brotos, etc.)
estaria caracterizado por um padréo de isoperoxidase
especifico, necessitando neste caso de estudos mais
aprofundados sobre o papel bioquimico de
peroxidases acidas e basicas.

Os teores de flavondides encontrados no
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presente estudo (Tabelas 9 e 10), principalmente nos
rizomas de plantas tratadas com espermidina e a
associacdo de espermina e espermidina foram
maiores que o relatado em maca por Awad et al.
(2000), fruto que apresenta grandes niveis dessas

substancias. Tanto com base em quercetina ou rutina,
nota-se que a aplicacdo de espermidina e a
associacao de espermina e espermidina induziram
teores elevados de flavonéides nas folhas da planta-
mae.

TABELA 7. Massa seca da planta-mée, perfilhos e rizomas das plantas de Aloe vera (L.) Burm., aos 120 dias do

inicio do experimento.

™ T2 Ta T4
BAP + Mas Spm Spd Spm + Spd CW %
Iassa seca 43 planta-mae 0,13 ab 012 b 0,15 ab 14 a 20,380
Massa seca do rizoma a1k 0,08 b 016 a 0168 .88
Massa seca dos perfihos 003 b 0,05 b 0,10 a 011 a 2218

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 8. Atividade de peroxidase na folha (epiderme) da planta matriz (in vivo) e planta-mée (explante inicial)
dos tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos (brotacdes laterais de

plantas in vitro), expressos em [’mol de H,O,decomposto. min."mg. de proteina™.

Plarfa Caracl  BAP+MAA

Malnz — gg dias 120 dias
Epidermelplanta-mie 01663 0144 3 0,040 ¢
Rizama 0,123d 03465 be 0,781 a
Parfilho 0,030 ¢ 0047 ¢

Sen Spd SpmeSpd  CV%
120 dias 120 dias 120 dias
Doadbc 0069 c 0122ab 21,38
05160 0,268 cd 0,471 bo 21,38
0054 o 0451 8 013 b 15,8985

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade

TABELA 9. Teores de quercetina na folha (epiderme) da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial) dos
tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos (brotacdes laterais de

plantas in vitro), expressos em [Ig fendis (acido tanico) grama de matéria seca™.

Flanta Caract BAP+MAL Spm Spd Spm+Spd CWi
Mariz 60 dias 120 diss 120 diss 120 diss 120 dias
E piderme Flanta- e 1,89 ab 1,56 b 1,70 b 116 ¢ 1.84 ab 228 a 16,42
Fizoma 166 C 349 b 3240 4,70 ab 650 a St a 14,87
Perfilhc 1,46 be 1,98 ab 122 135bc 2598 14,54

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade

Resultados semelhantes s&o observados no
rizoma, enquanto que nos perfilhos apenas a
associacdo das duas poliaminas promoveu 0s
maiores valores. Nos rizomas, onde foi também
observada alta atividade da peroxidase, por
provavelmente estarem relacionadas com estresse,
os niveis de flavonéides podem ter sido maior devido
a alta taxa de oxidac&o observada no tecido, causando
0 escurecimento. O aumento poderia estar

relacionado com o possivel papel antioxidante dessas
substancias. Esse efeito pode ser devido
principalmente as espécies reativas de oxigénio
(ERO), envolvendo radical superoxido (O,), radical
hidroxila (OH-) e perdxido de hidrogénio (H,0,), sendo
0 peroxido o maior contribuinte para as ERO (Apel &
Hirt, 2004). Starzyinsk & Mareczek (2003) encontraram
correlacgéo positiva entre o contetido de flavondides
em brdcolis e a atividade antiradical livre, medida via
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DPPH (1,1-difenil-2-picritidrazil), indicando que os
fendis sollveis analisados tem um papel importante
como componente do sistema antioxidante.
Possivelmente, os teores encontrados neste trabalho
estejam relacionados com a protecdo aos tecidos do
rizoma, 6rgao que apresentou maior nivel de oxidacdo
nestas plantas estudadas.

Nos perfilhos, os maiores teores de
flavondides foram observados nos tratamentos que
usaram a combinacao das duas poliaminas e que
apresentaram maior perfilhamento, assim como maior
teor de putrescina. Provavelmente essa combinacéo
e os teores usados das poliaminas tenham
proporcionado um sistema conveniente de
crescimento, além da possivel protecao dos tecidos
contra danos oxidativos gerados por exudatos do
rizoma, podendo ter promovido aumento dos
flavondides.

Outrarelacéo que poderia ser citada € a dos
flavondides e IAA, ja que os flavonéides parecem
proteger esse regulador (Wagner et al., 1988). Diversos
trabalhos mostram a acao de flavondéides especificos
(quercetina e rutina) inibindo IAA oxidase em altas
concentragdes, mas que podem acelerar a catalise

do IAA em baixas concentracdes (Mathesius, 2001).
Os flavondides que inibem a atividade da IAA oxidase
poderiam agir como um substrato alternativo para a
peroxidase, protegendo o IAA de oxidacdo (Kefeli &
Dashek, 1984), favorecendo o crescimento. Os
flavonéides também podem inibir a oxidacdo do IAA
pela remocédo de peréxido de hidrogénio, o qual é
produzido na acéo oxidativa que precede a atividade
da peroxidase e € necessario para oxidagéo do IAA
(Galston et al., 1950).

Assim, os maiores teores de flavonoides
encontrados no rizoma poderiam estar relacionados
com os danos oxidativos, tentando preservar o tecido,
pois 0 mesmo apresentava-se escurecido
externamente, porém internamente, no local onde
cresciam os perfilhos, o tecido estava sem sinais de
oxidacdo.

Os valores observados nos perfilhos no
tratamento contendo a associacdo de espermidina e
espermina, poderia estar relacionado ao ativo
crescimento encontrado, além da possibilidade da
acdo conjunta ter sido benéfica para o perfilhamento
de Aloe vera micropropagada.

TABELA 10. Teores de rutina na folha (epiderme) da planta matriz (in vivo) e planta-mae (explante inicial) dos
tratamentos in vitro; rizoma da planta matriz (in vivo) e dos tratamentos in vitro; perfilhos (brotacdes laterais de
plantas in vitro), expressos em [Ig fendis (acido tanico) grama de matéria seca™.

Flarta  Carac.
Matiz g digs
Epderma’Manta-mae 3.10 ab 2.52 ah
Rizaima s 5,18 ba
Perfilo 2,55 bo

BAF+MNAA

Spm Gpd Spm+Spd GV
120 dias 120 dias 120 dies

FRFY 359a 35Ta 2053
5,40 bk E 43 a 7,90 ab 21,10
1.95¢c 246 bo 445 A 1r.af

As médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade

CONCLUSAO

Ocorreu correlagdo inversa entre teores de
fendis e aplicacao de poliaminas em plantas de Aloe
vera(L.) Burm. in vitro. Aag&o conjunta das poliaminas
mostrou-se benéfica para o perfilhamento.
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