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RESUMO

RIBEIRO, Marcia Vaz. Elicitores abidticos no estresse oxidativo e na expressdo de gene
da rota de betacianina em Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. 2011. 56f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pés-Graduagcdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal
de Pelotas.

As espécies medicinais do género Alternanthera (Amaranthaceae) como A. philoxeroides
apresentam uma variedade de compostos bioativos, entre eles as betacianinas, que sao
pigmentos nitrogenados pertencentes a classe das betalainas. Esses compostos séo
amplamente utilizados como aditivos de produtos alimenticios e medicamentos devido a
sua comprovada acdo antioxidante e auséncia de toxicidade. Técnicas tém sido
desenvolvidas para aprimorar a produtividade e o rendimento deste pigmento, sendo uma
delas o uso de elicitores in vitro ou agentes estressantes in vivo. Ambos apresentam um
importante papel no processo de transducédo de sinais que regulam os genes de defesa
nas plantas, agindo como estimuladores para a producdo e ou degradacdo de diversos
metabdlitos, tanto primarios quanto secundarios. Assim, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar em plantas de A. philoxeroides, as caracteristicas de crescimento e producao
de betacianina em plantas cultivadas in vitro; os teores dos pigmentos fotossintéticos,
betacianinas, peroxidacdo lipidica e atividade de enzimas antioxidantes em plantas
cultivadas in vivo, sob estresse salino, além de, quantificar o teor de betacianina e a
expressao do gene 5GT-DBs envolvido na rota biossintética, deste composto, em plantas
in vitro submetidas a elicitacdo por NaCl e pelo aminoacido tirosina. Para isso, foram
conduzidos trés experimentos. No primeiro, explantes de A. philoxeroides foram
inoculados em meio MS, com concentracdes crescentes de NaCl (0, 50, 100, 150, 200 e
250 mM), durante 35 dias. No segundo, plantas provenientes da cultura in vitro foram
aclimatizadas em casa de vegetacéo e irrigadas com solucao de cloreto de sodio (0, 200
e 400 mM), por 30 dias. O terceiro experimento contou com dois ensaios, sendo o
primeiro composto de plantas de A. philoxeroides cultivadas in vitro, em meio MS liquido,
no substrato vermiculita, durante 35 dias. ApoOs esse periodo, foi adicionada ao meio,
solucdo de NaCl (400 mM) e coletada a parte aérea das plantas apos 0, 12, 24, 36 e 48
horas de exposicdo ao sal, Ja4 o segundo, segmentos nodais foram inoculados em meio
MS, na presenca e auséncia de tirosina (0 e 75 uM), tendo sua parte aérea coletada apoés
35 dias de cultivo. Nas analises de crescimento observou-se redugdo das médias para as
variaveis altura, numero de gemas, numero de brotos e no numero e comprimento de raiz,
nas plantas crescidas nos meios contendo cloreto de sédio. As maiores concentragdes de
betacianinas foram encontradas nos caules de plantas cultivadas em meio MS com 50
mM de NaCl. Apés 30 dias de cultivo in vivo os teores de clorofilas a, clorofila b, e
carotenoides decresceram a medida que aumentou a concentracdo de sal, enquanto a
razado clorofila a/b das plantas submetidas a maior concentracdo de sal apresentou



diferenca em relacdo ao controle. Foram observados maiores teores de betacianina, nos
caules em relacdo as folhas, nas maiores concentracdes de sal. Nas folhas, houve um
aumento significativo da peroxidacgéo lipidica e da atividade da superoxido dismutase. Ja
nas raizes, houve um aumento da atividade das enzimas catalase e ascorbato
peroxidase. Na analise da expresséao diferencial (QRT-PCR) foi possivel observar que a
partir das 12h de estresse por sal, ocorreu aumento da expressédo do gene da 5-GT até as
24h, seguido por decréscimo e novo aumento em 36 e 48 horas, respectivamente. O gene
5-GT também teve aumento na expressdo em resposta a tirosina. Conclui-se que plantas
de A. philoxeroides elicitadas in vitro com cloreto de sddio apresentam uma diminuicdo
nos parametros morfolégicos avaliados, porém em baixas concentracfes ha um estimulo
da sintese de betacianina. O estresse salino promove maior degradacado dos pigmentos
fotossintéticos, incremento na sintese de betacianinas no caule e danos as membranas
celulares das folhas. O aumento na atividade das enzimas antioxidantes ativou o sistema
protetor contra o estresse oxidativo nas plantas de A. philoxeroides in vivo. Sugere-se que
nesta espécie, a enzima betanidina 5-O-glucosiltransferase, tem sua maior expressao nas
48 horas de exposicédo a elicitacdo por sal e também quando crescidas em meio contendo
tirosina.

Palavras-chave: erva-de-jacaré, enzimas antioxidantes, cloreto de sdédio, tirosina,
expressao diferencial, Betanidina 5-O-glucosiltransferase.



ABSTRACT

RIBEIRO, Marcia Vaz. Abiotic elicitors in oxidative stress and in gene expression of the
betacyanin route in Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. 2011. 62f. Thesis (PhD) —
Graduation Program in Vegetal Physiology at Federal University of Pelotas.

The medicinal Alternanthera (Amaranthaceae) species, such as A. philoxeroides, present a great
variety of bioactive compounds, among which are the betacyanins, nitrogen pigments that belong
to the betalains class. These compounds are widely used as additives for food and drugs, due to
their antioxidant action and lack of toxicity, which have already been proven. Techniques have
been developed in order to improve productivity and performance of this pigment, one of those is
the use of in vitro elicitors or in vivo stressing agents. Both have an important role in the
transduction process of signals that regulate the defense genes in plants, acting as stimulators of
production or degradation of several primary and secondary metabolites. This work aimed to
assess, in A. philoxeroides plants, the growth and production characteristics of betacyanin in in
vitro plants; the levels of photosynthetic pigments, betacyanins, lipid peroxidation and antioxidant
enzymes activity in in vivo plants under salt stress, and also to quantify the level of betacyanin and
the 5GT-DBs gene expression in the biosynthetic route of this compound in in vitro plants
submitted to elicitation by NaCl and by tyrosine. For this, three trials were conducted. In the first
one, A. philoxeroides explants were inoculated in MS medium with increasing NaCl concentrations
(0, 50, 100, 150, 200 and 250 mM) for 35 days. In the second one, plants from in vitro cultures
were acclimatized in greenhouses and irrigated with a sodium chloride solution (0, 200 and 400
mM) for 30 days. The third trial had two essays, one composed of in vitro A. philoxeroides plants in
a liquid MS medium in vermiculite substrate for 35 days. After this period, a NaCl solution (400
mM) was added to the medium and the shoots were collected after 0, 12, 24, 36 and 48 hours of
exposure. In the second one, nodal segments were inoculated in MS medium with and without
tyrosine (0 e 75 uM), and its aerial parts were collected after 35 days. In the growth analysis,
reduction of the averages was observed for the following variables: height, number of shoots,
number of sprouts and root number and length; for the plants that have grown in the sodium
chloride medium. The highest concentrations of betacyanins were found in the stalks of plants from
MS medium, with 50 mM of NaCl. After 30 days of in vivo cultivation, the levels of chlorophyll a,
chlorophyll b and carotenoids decreased as the salt concentration increased, while the reason of
chlorophyll a/b in plants submitted to a higher salt concentration presented a difference in
comparison to the control. Higher levels of betacyanin were observed on stalks, when compared to
the leaves, in the highest salt concentrations. On the leaves, there was a significant increase of
lipid peroxidation and superoxide dismutase activity. On the roots, there was an increase of
enzymes catalase and ascorbate peroxidase. Regarding the analysis of differential expression
(QRT-PCR), it was possible to observe that from 12 to 24 hours of salt stress, the 5-GT gene
expression firstly increased, then there was a decrease in 36 hours and a new increase in 48
hours. The 5-GT gene also showed increased expression as a response to tyrosine. It was
possible to conclude that A. philoxeroides elicited in vitro with sodium chloride present a decrease
of the assessed morphological parameters, but in low concentrations betacyanin synthesis is
stimulated. Salt stress causes greater degradation in the photosynthetic pigments, increment of
betacyanin synthesis in stalks and damage to the cell membranes of the leaves. The increase of



antioxidant enzymes activity stimulated the protective system against oxidative stress on in vivo A.
philoxeroides plants. It is suggested that in this species, the enzyme bethanidine 5-O-
glucosyltransferase reaches its highest expression in 48 hours of exposure to salt elicitation and
also when grown in a medium containing tyrosine.

Key-words: alligator weed, antioxidant enzymes, sodium chloride, tyrosine, differential
expression, Bethanidine 5-O-glucosyltransferase.
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1 INTRODUCAO GERAL

O uso de espécies vegetais remonta ao inicio da civilizacdo, onde individuos
pertencentes a distintas tribos ou povos descobriram que algumas espécies eram
adequadas para a alimentacdo ou possuiam propriedades -curativas, hoje entdo
chamadas de plantas medicinais (FRANCA et al., 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, planta medicinal € qualquer planta que
possua em um ou varios de seus 6rgaos, substancias usadas com finalidade terapéutica,
Ou que estas substancias sejam ponto de partida para a sintese de produtos quimicos e
farmacéuticos. Esses compostos naturais, também chamados de metabdlitos secundarios
geralmente ocorrem em baixas concentragcdes e seu aparecimento na natureza é
determinado por necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas (TAIZ; ZEIGER,
2008).

Para sua defesa as plantas sintetizam fitoalexinas ou metabdlitos secundarios que
podem ser estimulados por elicitores, compostos ou tratamentos que induzem em niveis
elevados a biossintese do metabolismo secundéario do carbono. Os elicitores podem ser
de dois tipos: abidticos, de origem nao biolégica, tais como metais pesados, luz
ultravioleta, ions e componentes inorganicos; ou bibticos, de origem bioldgica, como
material de parede de fungos, bactérias, virus ou herbivoros, além de componentes
guimicos que sdo liberados no local do ataque do patégeno (ZHAO; DAVIS;
VERPOORTE, 2005).

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para melhorar a produtividade dos produtos
naturais oriundos do metabolismo secundéario dos vegetais, incluindo a otimizagdo das
condi¢Bes de cultivo com o uso de elicitores (GEORGEV et al., 2008.), sendo uma dessas

técnicas a de cultura de tecidos, atravées da micropropagacdo. Esta técnica permite
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interferir nas rotas metabdlicas mediante o cultivo de plantas em meio preparado com
agentes estressantes, elicitores, possibilitando a manipulacdo da composicao fitoquimica
dessas plantas de maneira mais simples e confiavel, evitando a interferéncia de fatores
externos (WANG et al., 2007; PARK et al., 2008). Além disso, a possibilidade de aumento
rapido do numero de individuos geneticamente idénticos a partir de plantas selecionadas
e a producdo de mudas o ano todo com elevada qualidade sanitaria (DI STASI, 1996;
CORREA; SIQUEIRA-BATISTA; QUINTAS, 1999; SERAFINI; BARROS, 2001).

Assim, 0 uso das técnicas que possibilitem a manipulacdo com utilizacdo de
precursores ou elicitores abibticos da via de biossintese de interesse, proporcionara
melhor entendimento sobre como estes compostos sao sintetizados e acumulados pelas
plantas.

Dos elicitores abiéticos, a salinidade € um dos principais fatores que interferem no
crescimento e desenvolvimento das plantas (ZHANG et al., 2011), causando efeitos de
natureza osmética, toxica ou nutricional, afetando processos metabdlicos vitais como
fotofosforilacdo, cadeia respiratoria, assimilacdo do nitrogénio e metabolismo das
proteinas (MUNNS, 2002). Como resposta aos danos causados pelo excesso de sal,
muitas plantas ampliaram os mecanismos de tolerancia como, maior prote¢éo do sistema
respiratério e fotossintético (MUNNS, 1993), uso eficiente da agua (MUNNS; HUSAIN;
RIVELLI, 2002), manutencéo da parede celular (WINICOV, 1998), alteracbes de algumas
vias bioquimicas e o aumento da expressao de genes (HURKMAN, 1992; JAIN et al.,
1993; ZHU, 2000).

Estes genes sao divididos em grupos funcionais diferentes, responsaveis pela
minimizacdo dos efeitos do excesso de sal, pois codificam proteinas fotossintéticas,
proteinas ligadas ao transporte para o vacuolo, a sintese de osmolitos e a ativacao de

protetores contra as espécies reativas de oxigénio (EROs) (MUNNS, 2005).
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As betalainas sdo uma classe de compostos nitrogenados, localizadas nos vacuolos
das plantas, que apresentam propriedades antioxidantes e de detoxificacdo das EROs
(ESCRIBANO et al., 1998; SUGANYADEVI et al.,, 2010) e que podem funcionar como
osmolitos na defesa de processos fisiol6gicos contra estresses abidticos (WANG et al.,
2006). A via biossintética destes pigmentos tem origem no aminoacido tirosina que por
acdo de enzimas como tirosinases, dioxigenases e glucosiltransferases, ddo origem as
betacianinas (TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008). Esta classe de pigmentos, entre as
plantas, é restrita a 13 familias da ordem Caryophyllales (VOLP; RENHE; STRINGUETA,
2009), sendo a familia Amaranthaceae, através da espécie Alternanthera philoxeroides
(Mart.) Griseb., um excelente modelo bioldgico para o uso de técnicas que permitam a
guantificacdo da expressao dos genes, da rota de biossintese das betalainas. Esta
espécie € uma planta medicinal, originaria da América do Sul, conhecida como erva-de-
jacaré, herbacea e perene considerada em muitas regides do mundo como uma vigorosa
invasora pela sua capacidade de adaptacdo a diferentes ecossistemas, tanto aquaticos,
semiaquéaticos, terrestres e até mesmo extremamente secos, como dunas (GAO et al.,
2008).

O presente trabalho esté dividido em trés artigos: o primeiro investiga a influéncia da
elicitacdo por sal no crescimento de plantas e na producdo de betacianinas em A.
philoxeroides; o segundo avalia os teores dos pigmentos fotossintéticos, betacianinas,
peroxidacéo lipidica e atividade de enzimas antioxidantes em A. philoxeroides, cultivada
sob estresse salino e o terceiro avalia o teor de betacianina, bem como, o perfil de
expressdo dos genes envolvidos na rota biossintética deste composto, em plantas de A.

philoxeroides, submetidas a elicitacdo por NaCl e por tirosina.
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NOTA PREVIA 1: REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS

Crescimento e producéo de betacianinas em plantas de Alternanthera
philoxeroides (Mart.) Griseb. cultivadas in vitro sob elicitacdo por sal

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar as caracteristicas morfologicas de plantas de
Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro, sob diferentes concentragbes de NaCl, e
analisar a influéncia deste elicitor na producdo de betacianina. Explantes de A.
philoxeroides foram inoculados em meio MS com concentracdes crescentes de NaCl (O,
50, 100, 150, 200 e 250 mM) e, ap6s 35 dias, foram avaliadas as caracteristicas
morfolégicas e a quantificacdo de betacianina, através de espectrofotdbmetro. A maior
altura foi obtida nas plantas cultivadas em meio livre de NaCl (4,32 cm), decrescendo
conforme o aumento da concentracdo, chegando a 0,20 cm. Esse comportamento
também foi observado para nimero de gemas, ocorrendo uma reducdo de 82% na maior
concentracdo utilizada em relagdo ao controle. Concentracdes inferiores a 250 mM néo
apresentaram diferenca entre si para o ndmero de brotos. Em relacdo ao sistema
radicular, tanto para nUmero, como para comprimento da raiz, as maiores médias foram
obtidas em plantas cultivadas em meio sem adicdo de NaCl. As maiores concentracoes
de betacianina foram encontradas nos caules de plantas cultivadas em meio MS com 50
mM de NaCl. Conclui-se que plantas de A. philoxeroides elicitadas com cloreto de sédio
apresentam uma diminuicdo nos parametros morfolégicos avaliados, porém em baixas
concentracfes ha um estimulo da sintese de betacianina.

Palavras-chave: plantas medicinais, betalainas, erva-de-jacaré.

ABSTRACT: Betacyanin growth and production in in vitro Alternanthera
philoxeroides (Mart.) Griseb. plants under salt elicitation. This work aimed to assess
the morphological characteristics of in vitro Alternanthera philoxeroides under different
NaCl concentrations and to analyze the influence of this elicitor on betacyanin production.
A. philoxeroides explants were inoculated in MS medium with increasing NaCl
concentrations (0, 50, 100, 150, 200 and 250 mM) and after 35 days morphological
characteristics and betacyanin quantification were assessed using spectrophotometer. The
greatest height was obtained in plants in a NaCl-free medium (4,32 cm), decreasing
according to the concentration increase, reaching 0,20 cm.This behavior was also
observed regarding the number of shoots, with a reduction of 82% in the highest
concentration used, when compared to the control. Concentrations of less than 250 mM
did not present a difference among themselves regarding the number of sprouts. As for the
root system, both the number and length of roots, the highest averages were obtained in
plants in a medium without NaCl. The highest betacyanin concentrations were found in
stalks of plants cultivated in a MS medium with 50 mM of NacCl. It was concluded that the
A. philoxeroides plants which are elicited with sodium chloride present a decrease of the
assessed morphological parameters, but in low concentrations there is a stimulation of
betacyanin synthesis.

Key-words: medicinal plants, betalains, alligator weed.
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A espécie Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. € popularmente conhecida
como erva-de-jacaré, sendo utilizada como antiinflamatoéria e diurética (Rattanathongkom
et al., 2009). Ela é encontrada em formag@es pioneiras do tipo restinga, geralmente em
terrenos arenosos recentes, com algum teor salino (Blum, 2008), podendo ser
considerada uma planta potencialmente tolerante a salinidade (Gao et al., 2008).

Em sua constituicdo quimica foram encontrados flavonoides glicosilados,
saponinas e betalainas conferindo-lhe agdo antitumoral e antiviral contra HSV-1, HSV-2,
citomegalovirus, virus do sarampo, virus MUMPS e HIV (Human- Immunodeficiency-virus)
(Si-Man et al.,, 1988; Blundem et al., 1999; Fang et al., 2007; Fang et al. 2009;
Rattanathongkom et al., 2009).

As betalainas sado pigmentos naturais, N-heterociclicos, soliveis em &gua, que
aparentemente substituem as antocianinas nas familias da ordem Caryophyllales (Volp et
al., 2009), e podem ser divididas em dois grupos estruturais: as betacianinas (vermelho ao
vermelho violeta) e as betaxantinas (amarelo). A importancia bioativa destes pigmentos é
estudada por diversos autores tendo sido comprovados os efeitos antivirais e
antimicrobianos dos pigmentos betalainas (Strack et al., 2003).

As técnicas de cultura in vitro proporcionam uma série de vantagens para o estudo
de plantas medicinais, pois possibilitam a manipulacdo da composicao fitoquimica dessas
plantas, como as do género Alternanthera de maneira mais simples, confiavel e previsivel,
evitando a interferéncia de fatores externos (Park et al., 2008). Aliado a isso pode ser
empregado o uso de elicitores abioticos com o intuito de aumentar a biossintese do
metabdlito de interesse (Korsangruang et al., 2010).

Este trabalho objetivou avaliar as caracteristicas morfologicas de plantas de A.
philoxeroides cultivadas in vitro, sob diferentes concentracbes de NaCl, e analisar a

influéncia deste elicitor na producéo de betacianina.
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Segmentos nodais de plantas pré-aclimatizadas in vitro, foram inoculados em meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido de concentragdes crescentes de NaCl (0; 50;
100; 150; 200 e 250 mM), permanecendo, por 35 dias, em sala de crescimento, com 16
horas de fotoperiodo e 48 pmol m™? s™ de densidade de fluxo de fétons. .

Apébs esse periodo foram avaliados os parametros de crescimento: altura, nUmero
de gemas, brotos, raiz, comprimento da maior raiz, massa fresca da parte aérea e
concentracdo de betacianina, em folhas e caules. Para esta Ultima analise, o material
vegetal foi macerado em 5 mL de agua destilada e centrifugado a 13.632g a 4°C por 15
minutos. A quantificagdo de betacianina seguiu a metodologia de Cai et al. (1998), sendo
a leitura realizada em espectrofotometro, no comprimento de onda de 536 e 650 nm e a
concentracao obtida expressa em mg de Amarantina por 100g de massa fresca.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto de seis
tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada uma representada por um frasco contendo
cinco explantes. A analise de betacianina foi realizada em esquema fatorial 6x2, sendo
seis tipos de meio e dois 6rgdos diferentes. Os dados foram submetidos a analise da
variancia, regressao polinomial e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%), com
auxilio do software WinStat (Machado & Conceicéo, 2002).

A adicdo de NaCl ao meio de cultura afetou de forma negativa os seguintes
parametros de crescimento, altura, niumero de gemas, numero de brotos, nimero e
comprimento da raiz.

O aumento da concentracdo de NaCl implicou na reducao da altura das plantas de
A. philoxeroides (Figura 1a), podendo ser devido a diversos fatores, tais como: o efeito
toxico dos ions que foram absorvidos; o baixo potencial osmético e hidrico das células em
relacdo ao meio de cultura testado; bem como a utilizagdo de energia metabdlica no
processo de ajustamento osmotico. Resultados semelhantes foram encontrados em

espécies como Morinda citrifolia e M. pubescens (Nivas et al, 2011), Solanum
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lycopersicum (Romero-Aranda et al., 2001) e em outras espécies de dunas como Spartina
ciliata, Blutaparon portulacoides, Cakile maritima (Cordazzo et al., 2003). A semelhanca
de tais resultados mostra que 0 menor crescimento nos vegetais € uma resposta
geralmente causada pela presenca de sal no meio. Sob alta salinidade, a expanséo
celular pode ser reduzida pelo acimulo de sais na parede celular, que pode diminuir o
turgor e, consequentemente, o crescimento (Cordeiro, 2001).

A variavel nimero de gemas foi afetada com o aumento da concentracdo de NaCl
no meio de cultura, sendo tal efeito mais evidente nas concentragbes mais elevadas do
sal (Figura 1b). Dentre os prejuizos causados pelo estresse salino, estdo o retardo ou a
inibicdo no aparecimento das gemas e atrofiamento das mesmas, sendo, portanto, um
efeito comum aos vegetais expostos ao sal (Muscolo et al., 2003).

A concentragdo de 250 mM de NaCl promoveu uma diminuicdo de 38% na
formacao de novos brotos em relacdo as plantas crescidas em meio MS sem adicdo de
cloreto de sédio (Figura 1c). Concentracdes inferiores a esta ndo diferiram entre si,
concordando com resultados obtidos por Pérez-Tornero et al. (2009) e Sotiropoulos &
Dimassi (2004), que relataram que baixas concentracdes nao apresentam efeito negativo
sobre essa variavel, pois in vitro ndo ocorre diferenca de osmolaridade.

Plantas cultivadas em meio MS, livre de NaCl, apresentaram as maiores médias
para numero de raiz (13,35), sendo as concentracdes crescentes de sal prejudiciais para
este 6rgdo, chegando a uma diminuicdo de quase 80% na maior concentracao testada
(Figura 1d).

Até a concentracdo de 100 mM de NaCl ndo ocorreram modificacbes no
comprimento da raiz em relacdo ao controle (1,85 cm), porém a partir de 150 mM a
diminuicao foi gradativa, chegando a 0,19 cm na concentracdo de 250 mM (Figura 1e).

Fernandes et al. (2003), no estudo sobre diferentes concentracdes de salinidade no

crescimento de Bactris gasipaes, verificaram que o sistema radicular foi a parte da planta
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mais afetada pela salinidade, diferentemente do que acorre na maioria das espécies, em

gue a parte aérea é a mais sensivel ao estresse salino do que a raiz.
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FIGURA 1. Altura (a), numero de gemas (b), nimero de brotos (c), nimero de raiz (d) e comprimento de raiz
(e) de plantas de Alternanthera philoxeroides cultivadas in vitro, por 35 dias, em meio MS, com diferentes
concentracdes de NacCl.

Em relacdo a quantificacdo de betacianina ocorreu diferenca estatistica tanto em
relacdo aos 6rgdos, como para 0os meios testados, sendo as maiores concentra¢gfes de

betacianina encontradas nos caules de plantas cultivadas em meio MS com 50 mM de
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NaCl. Conforme observado na figura 2, ndo foi obtido massa de folhas suficientes para a

realizacdo da analise, nas concentracfes acima de 150 mM, pois ndo houve formacao de

gemas.
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FIGURA 2. Quantificacdo de betacianina em folhas e caules de plantas de Alternanthera philoxeroides
cultivadas in vitro em meio MS com diferentes concentracées de NaCl, por 35 dias. Letras iguais nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras minUsculas

comparam os diferentes 6rgdos dentro de cada concentragao e letras mailsculas comparam 6rgaos iguais
nas diferentes concentragfes. As barras representam o erro padréo.

A salinidade induz o acumulo de aminoacidos como a fenilalanina e a tirosina,
sendo essa precursora da biossintese das betalainas, além disso, € comum em plantas
elicitadas que a via do metabolismo secundario originados desses aminoacidos aumente
(Zhang et al., 2011), proporcionando um acumulo de compostos nitrogenados, como as
betacianinas (Khan et al., 2000; Mansour, 2000).

A elicitacdo por NaCl de A. philoxeroides, -cultivadas in vitro, interfere
negativamente sobre os parametros morfolégicos, embora baixas concentracbes deste

elicitor estimulem a sintese de betacianina.
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ARTIGO 2: Journal of Agronomy and Crop Science

ALTERACOES BIOQUIMICAS EM PLANTAS DE Alternanthera philoxeroides (MART.)
GRISEB. CULTIVADAS SOB ESTRESSE SALINO

Resumo: A salinidade é considerada fator limitante ao crescimento e desenvolvimento por afetar
varios processos fisiolégicos das plantas. Objetivou-se nesse experimento avaliar os teores dos
pigmentos fotossintéticos, betacianinas, peroxidacao lipidica e atividade de enzimas antioxidantes
em Alternanthera philoxeroides, cultivada sob estresse salino. Plantas provenientes da cultura in
vitro foram aclimatizadas e irrigadas com cloreto de sédio (0, 200 e 400 mM), por 30 dias. Os
teores de clorofilas a, clorofila b, e carotenoides totais mostraram respostas semelhantes,
decrescendo seus valores com o aumento da concentracdo de sal, enquanto a razao clorofila a/b
das plantas submetidas a maior concentracéo de sal apresentou aumento significativo em relagao
ao controle. Foram observados maiores teores de betacianina, nos caules em relagédo as folhas,
nas maiores concentragfes de sal. Nas folhas, houve um aumento significativo da peroxidagéo
lipidica e da atividade da superéxido dismutase. Ja nas raizes, houve um aumento da atividade
das enzimas catalase e ascorbato peroxidase. Desta forma, percebeu-se que o estresse salino
promoveu maior degradacdo dos pigmentos fotossintéticos, incremento na sintese de
betacianinas no caule e danos as membranas celulares das folhas, porém o aumento na atividade
das enzimas antioxidantes ativou o sistema protetor contra o estresse oxidativo nas plantas de
Alternanthera philoxeroides.

Palavras-chave: erva-de-jacaré, cloreto de sddio, estresse abidtico, pigmentos fotossintetizantes,
enzimas antioxidantes.

BIOCHEMICAL ALTERATIONS IN Alternanthera philoxeroides (MART.) GRISEB. PLANTS
UNDER SALT STRESS

Abstract: Salinity is considered as a limiting factor for growth and development, since it affects
several physiological processes in plants. This trial aimed to assess the levels of photosynthetic
pigments, betacyanins, lipid peroxidation and activity of antioxidant enzymes in Alternanthera
philoxeroides under salt stress. Plants originated from an in vitro culture were acclimatized and
irrigated with sodium chloride (0, 200 and 400 mM) for 30 days. The levels of chlorophylls a,
chlorophylls b and total carotenoids presented similar responses, decreasing their values
according to salt concentrations, while the reason chlorophyll a/b of the plants that were submitted
to the highest salt concentration presented a significant increase when compared to the control.
Higher levels of betacyanin were observed on stalks, when compared to the leaves, in the highest
salt concentrations. On the leaves, there was a significant increase of lipid peroxidation and
superoxide dismutase activity. On the roots, there was an increase of enzymes catalase and
ascorbate peroxidase. Salt stress caused greater degradation in the photosynthetic pigments,
increment of betacyanin synthesis in stalks and damage to the cell membranes of the leaves,
however, the increase of antioxidant enzymes activity stimulated the protective system against
oxidative stress on in vivo A. philoxeroides plants.
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Key-words: alligator weed, sodium chloride, abiotic stress, photosynthetic pigments, antioxidant
enzymes.

INTRODUCAO

A salinidade é um dos mais importantes fatores de estresse abidtico
limitando o crescimento e a produtividade, pois afeta quase todos os processos fisioldgicos e
bioguimicos das plantas, reduzindo seu rendimento (Flowers 2004). Altas concentracfes de sal
promovem um déficit hidrico, causando desequilibrio iénico celular e, devido a toxicidade destes
ions, causam ainda um estresse osmético (Mandhania et al. 2006, Khan e Panda 2008 ).

Efeitos especificos do estresse salino sobre o metabolismo das plantas tém sido
relacionados ao acimulo de ions toxicos como Na* e CI' (Khan e Panda 2008) e a deplecdo de
fons como o K* e o Ca? (Sreenivasulu et al. 2000, Racagni et al. 2003, Mandhania et al. 2006,
Sumithra et al. 2006, Khan e Panda 2008). A consequéncia primaria do estresse salino € o
desequilibrio ibnico e estresse hiperosmotico celular e a secundaria € o aumento da produgéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Panda e Khan 2009), como radicais superéxido (O,"),
perdxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH) e oxigénio singleto (*O,).

As plantas, para protegerem suas membranas celulares e organelas dos efeitos danosos
desses radicais, ativam um sistema de defesa antioxidante formado por enzimas como a
Superoxido Dismutase (SOD-EC 1.15.1.1.), a Catalase (CAT-EC 1.11.1.6) e a Ascorbato
Peroxidase (APX-EC 1.11.1.1) que reduzem de forma eficiente as EROs sob circunstancias
normais, mas, se a reducdo completa ndo ocorrer em condi¢cdes de producdo aumentada, o
resultado pode ser um estado de estresse levando a oxidacao de biomoléculas, tais como lipidios,
proteinas e DNA. Estes eventos podem desencadear inativacdo dos componentes celulares
acelerando o processo de morte celular (Buckner et al. 2000). Neste sentido, o sistema de defesa
antioxidativo tem papel fundamental na aquisicédo de tolerancia pelas plantas.

Outros parametros que podem ser utilizados como indicativo de estresse nas plantas, como
no caso de cultivo em elevadas concentracdes salinas, sdo os pigmentos foliares, como clorofilas
e carotendides. Dependendo da espécie em estudo, cultivar, tempo de exposi¢do e concentracdo

de sal na solucéo, esse tipo de estresse, pode afetar a absor¢cdo de nutrientes constituintes da
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molécula de clorofila, a formacéo de outros pigmentos fotossintéticos e, consequentemente, o
processo de fotossintese (Santos 2004).

Neste trabalho a espécie Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb., espécie pertencente
a familia Amaranthaceae e conhecida popularmente como bredo-d’dgua ou erva-de-jacaré
(alligator weed). Os extratos desta planta apresentam flavonoides, saponinas e betalainas, sendo
este ultimo de grande importancia como aditivo para produtos alimenticios e farmacos, por ser um
eficiente corante natural atdxico (Azeredo 2009, Volp et al. 2009). Além disso, sabe-se que as
betalainas desempenham papéis importantes na fisiologia do estresse, agindo como
detoxificadoras de EROs, oriundos de estresses bidticos, como observado em Beta vulgaris
subsp. vulgaris por Sepulveda-Jiménez et al. (2004) e estresses abioticos por radiacdo UV em
plantas de Mesembryanthemum crystallinum (Vog et al. 1999)

Nativa da América do Sul esta espécie é preferencialmente encontrada em formacodes
pioneiras do tipo restinga, geralmente em terrenos arenosos recentes (Blum 2008), sendo
classificada como uma espécie perene que se desenvolve abundantemente em diferentes
ecossistemas, desde ambientes aquaticos até mesmo extremamente secos, como dunas (Gao et
al. 2007).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo investigar o efeito da salinidade sobre os
teores de clorofilas, carotenoides totais, betacianinas, peroxidagdo lipidica e a atividade de
enzimas antioxidantes em plantas de A. philoxeroides para obter informacdes sobre quais
mecanismos bioquimicos esta espécie apresenta que permitam seu crescimento e

desenvolvimento em ambientes com diferentes concentrac¢des salinas.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal e tratamento com sal

Plantas de A. philoxeroides provenientes do cultivo in vitro foram levadas para casa de
vegetacdo e aclimatizadas em bandejas de poliestireno expandido, contendo areia lavada como
substrato, mantidas por 10 dias em camara Umida com microaspersao. Apos 10 dias, as plantas
foram retiradas da camara umida, transferidas para vasos plasticos (capacidade de 2L), contendo

0 mesmo substrato, e mantidas em casa de vegetacao. Durante este periodo foram aplicadas 100
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mL de solucdo nutritiva de Hoagland completa (Hoagland e Arnon 1938), a cada dois dias.
Decorridos 10 dias a solucdo nutritiva foi suspensa e iniciada a aplicagdo de 100 mL de solucéo
de cloreto de sddio (NaCl), por vaso, nas concentracdes: zero, 200 e 400 mM, aplicadas em
intervalos de quatro dias consecutivos, intercalados com agua. Apés 30 dias de inducao dos
tratamentos, foram coletadas folhas, caules e raizes, para posterior analise.
Extracdo dos pigmentos fotossintéticos

Para andlise dos pigmentos fotossintetizantes, foram coletados aproximadamente 200 mg
de folhas que foram maceradas, até homogeneiza¢do completa, em acetona 80%. A extragdo das
clorofilas a (chla), b (chlb), totais (chlt) e carotenoides foi realizada de acordo com a metodologia
de Lichtenthaler (1987), com algumas modifica¢cdes. Os teores de chla, chlb, chlt e carotenoides
totais foram expressos em pg de massa fresca. A partir dos valores obtidos para clorofilas,
calculou-se a razéo clorofila a/b.
Extracdo das betacianinas

Para a quantificacdo de betacianinas, foram utilizados aproximadamente 200 mg de folhas
e caule, macerados em 5 mL de 4gua destilada seguido de centrifugacéo a 13.632 g, a 4°C por 25
minutos, segundo metodologia descrita por Cai et al. (1998). A concentracdo de betacianinas foi
expressa em mg de amarantina por 100 g de massa fresca.
Peroxidacdao lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), conforme descrito por Buege e Aust (1978). Aproximadamente 200

mg de tecido foliar e radicular foram macerados em N2 liquido acrescido de 20% de

polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizado em &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos e uma aliquota de 250 pL do

sobrenadante foi adicionado a 1 mL do meio de reacdo composta de 0,5% (p/v) de &acido

tiobarbitarico (TBA) e 10% (p/v) de TCA, incubando-se, em seguida, em banho-maria a 9500, por
30 minutos. A reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram
determinadas em espectrofotbmetro, a 535 nm e 600 nm. A peroxidacéo lipidica foi expressa em

nmol de Malonaldeido (MDA) por grama de massa fresca.
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Extracéo e atividade das enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas antioxidantes Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Ascorbato Peroxidase (APX) foram determinadas apds 30 dias de exposicdo das plantas aos
tratamentos. Aproximadamente 400 mg de tecido fresco de folhas de A. philoxeroides, formadas
apos a aplicacdo do sal foram macerados em N, liquido acrescido de 20% de PVPP e
homogeneizados em 1,5 mL de tampao de extracdo contendo fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0), EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 10 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por
10 min a 4°C e o sobrenadante coletado para determinar a atividade das enzimas. A atividade da
SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugéo do azul de nitrotetrazélio
(NBT) (Giannopolitis e Ries 1977) em um meio de reacdo composto por fosfato de potassio 100
mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uyM, NBT 75 pyM e riboflavina 2 yM . Os tubos com o
meio de reagdo e a amostra (30 uL), totalizando 2 mL de volume final, foram iluminados por sete
minutos em uma caixa adaptada com lampada fluorescente de 20 W. Foram utilizados como
controles tubos com meio de reacdo sem amostra, iluminado, e um tubo contendo meio de reagao
sem amostra, no escuro, para zerar o espectrofotdmetro. As leituras foram realizadas a 560 nm,
onde uma unidade da SOD foi considerada a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorreducdo do NBT nas condicdes de ensaio. A atividade da CAT foi determinada conforme
descrito por Azevedo et al. (1998) com algumas modificacdes, onde a atividade foi monitorada
pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 2 minutos em meio de reag¢do contendo 100
mM de tampao fosfato de potassio (pH 7,0) e 12,5 mM de H,O, e 50 pL de extrato, totalizando 4
mL de volume final, incubado a 28°C. A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada
(1981), monitorando-se a taxa de oxidag&do do ascorbato a 290 nm. O tampéo de incubagéo foi
composto por fosfato de potdssio 100 mM (pH 7,0), acido ascorbico 0,5 mM e H,0O, 0,1 mM
(volume do extrato 50 L, totalizando 4 mL de volume final).
Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, sendo
trés concentracdes de NaCl e dois 6rgdos em estudo. Para betacianinas foram utilizados caule e
folha e para as enzimas, raiz e folha. As andlises dos pigmentos foram realizadas em folhas

retiradas de cada tratamento (concentracdo de NaCl). Foram realizadas trés repeticdes, sendo
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considerada a unidade experimental quatro plantas por vaso. Os dados experimentais foram
submetidos a andlise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
RESULTADOS
Pigmentos fotossintetizantes

Houve diferenca significativa para as varidveis chla, chlb e chl total entre o tratamento
controle e as concentragbes de NaCl (Tabela 1). A submisséo das plantas ao estresse salino
reduziu significativamente os teores de clorofilas, porém, entre os tratamentos salinos (200 e 400
mM de NaCl), ndo houve diferenca. Esta resposta indica que o incremento na concentracédo de
NaCl, parece estar fortemente relacionada a menor capacidade de sintese ou maior degradagéo
de clorofilas a, clorofila b e clorofila total.

Embora os teores de chla e chlb tenham apresentado a mesma tendéncia, com reducao
na presenca de NaCl, numericamente para a chla, a reducdo entre o tratamento controle e 400
mM de sal, foi inferior a observada em chlb, aproximadamente 24% e 42%, respectivamente. Este
comportamento refletiu em maior razéo de chl a/b no tratamento com 400 mM de NaCl que diferiu
significativamente do controle. O estresse salino também afetou negativamente o teor de

carotenoides que apresentaram reducao significativa para o tratamento com 400 mM de NaCl em

relacéo ao controle.

Tabela 1 Teores de clorofila a, b, total, razdo de clorofila a/b e carotenoides totais em plantas de
Alternanthera philoxeroides, submetidas a diferentes concentragfes de NaCl, por 30 dias

NacCl Chla Chlb Chl total Chl a/b Carotenoides
(MM) e (Mgmg™ MF) e (ug mg™ MF)
0 0,921a* 0,341a 1,262a 2,700 b 0,251a
200 0,754 b 0,239 b 0,977 b 3,155 ab 0,201 ab
400 0,700 b 0,199 b 0,836 b 3,517a 0,180 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Betacianinas

Em relacdo as betacianinas houve interacdo significativa entre érgdo e concentracao de
NaCl (Fig. 1). Isto significa que seu teor foi significativamente superior no caule em relacédo a
folha, em todas as concentracfes de NaCl observadas, sendo que na concentracdo de 400 mM
de NaCl houve um aumento, no caule, de 80% no seu teor em relacao ao controle. Desta forma,
estes resultados indicam que o caule € o 6rgéo preferencial de sintese deste pigmento, uma vez

gue nas folhas seus teores foram baixos e ndo diferiram entre os tratamentos.
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Fig. 1 Teor de betacianina em plantas de Alternanthera philoxeroides, submetidas a diferentes
concentracoes de NaCl, por 30 dias. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras mindsculas comparam os diferentes
orgdos dentro de cada concentracdo e letras mailsculas comparam 6érgaos iguais nas diferentes
concentracoes.

Peroxidacgéo Lipidica

Os danos causados pela salinidade as membranas celulares, devido a peroxidacéo
lipidica, ficaram bastante evidentes neste experimento. Para esta varidvel-resposta houve
interacao significativa entre os fatores 6géo e concentragdo de NaCl. Os resultados mostraram
que o nivel de MDA, em relacdo ao controle, teve um aumento de 51,17% nas folhas na
concentracdo de 400 mM de NaCl e nas raizes os valores de peroxidacdo ndo apresentaram

diferenca significativa, indicando seu maior efeitondo que a peroxidacéo foi bastente evidente nas

folhas (Fig. 2).
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Fig. 2 Peroxidagéo lipidica em plantas de Alternanthera philoxeroides, submetidas a diferentes
concentracdes de NaCl, por 30 dias. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras mindsculas comparam os diferentes
orgdos dentro de cada concentracdo e letras mailsculas comparam 6érgaos iguais nas diferentes
concentracoes.

Enzimas antioxidantes

A SOD, primeira enzima a atuar no sistema de defesa antioxidante, realizando a

dismutacdo do radical superéxido (O,"), a peroxido de hidrogénio (HZOZ), apresentou interacdo

significativa entre 6rgdos e as concentracdes salinas testadas, apresentando um aumento, em
relagdo ao controle, de 89,41% da atividade nas folhas e 18,31% nas raizes na concentracéo de
400 mM de NaCl (Fig. 3A). Cabe ressaltar que nas raizes a atividade da enzima, de maneira
geral, foi superior a observada nas folhas, porém na maior concentracdo de NaCl testada, suas
atividades ndo apresentaram diferenca significativa entre os tecidos, justificado pelo aumento na
atividade da SOD nas folhas pelo efeito do estresse salino.

A CAT apresentou um aumento em sua atividade de 12,82% nas folhas para a concentracdo
de 200 mM de NaCl, seguido de queda em 400 mM de NaCl, porém essa variacdo nao
apresentou diferenca significativa entre as concentracdes testadas. Ja nas raizes houve um
aumento de 28,57% na concentracdo de 200 mM e de 75% na de 400 mM de NaCl, sendo
significativamente superior em relagédo ao controle (Fig. 3B).

Para a APX, foi observado ligeiro aumento em sua atividade nas folhas, embora nédo sendo

significativo entre os tratamentos. Por outro lado, no sistema radicular, esta mesma enzima
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apresentou aumento significativo, com 43,9 % superior na concentracdo de 400 mM de sal em

relagéo ao tratamento controle (Fig. 3C).
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Fig. 3 Atividade das enzimas SOD (A), CAT (B) e APX (C) em plantas de Alternanthera
philoxeroides, submetidas a diferentes concentragbes de NaCl, por 30 dias. Letras iguais nédo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo que, letras
mindsculas comparam os diferentes 6rgdos dentro de cada concentracdo e letras mailsculas
comparam 0rgéos iguais nas diferentes concentracoes.
DISCUSSAO

O crescimento e a adaptacdo da planta a diferentes ambientes relacionam-se a sua
eficiéncia reprodutiva, que esta associada, entre outros fatores, aos teores de clorofila foliar. Os
teores de clorofila nas folhas sdo utilizados para estimar o potencial fotossintético das plantas,
pela sua ligagéo direta com a absor¢éo e transferéncia de energia luminosa e ao crescimento e a
adaptacéo a diversos ambientes (Almeida et al. 2004). Em plantas, estresse oxidativo e sinais de
senescéncia incluem perda de clorofilas, as quais conduzem a uma redugdo progressiva na
capacidade fotossintética (Thompson et al. 1987).

Sob estresse salino a diminuicdo do contetdo de Chla e Chlb pode ser explicado devido a

uma diminuicdo de sintese ou maior degradacdo destas (Sinha et al. 2006), pois durante o
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processo de degradacao da clorofila, a Chlb é convertido em Chla (Fang et al. 1998) e isso pode
explicar o aumento da relagdo Chla/Chlb, observada neste experimento. Santos (2004) observou
gue plantas de Helianthus annuus L. apresentaram inibicdo da sintese de acido 5-aminolevulinato
(ALA), molécula precursora da clorofila, quando expostas a estresse por sal. Além disso, mostrou
também que a enzima clorofilase é estimulada a sintetizar clorofila nos primeiros dias de
exposicao ao estresse (estresse moderado), entretanto, tal atividade é fortemente inibida por alta
concentracdo salina. Também, o estresse salino leva a um aumento dos radicais livres nos
cloroplastos e consequentemente a destruicdo de moléculas de Chl, resultando na reducdo da
fotossintese e do crescimento. Atomos de Oxigénio singleto e radicais superdxidos apresentam a
capacidade que romper as ligacdes duplas de acidos graxos insaturados e de Chl, prejudicando,
assim, o sistema de membranas do cloroplasto e centros de reacéo da fotossintese (Zhang et al.
2003), podendo resultar na liberagdo de Chl a partir dos tilacoides. Nesta situacéo, as Chl devem
ser degradadas o mais rapidamente possivel para evitar o dano celular devido a sua agéo
fotodindmica (Takamiya et al. 2000). Falhas na degradagdo dessas Chl podem aumentar a
guantidade de EROs a ponto do sistema antioxidante ndo ser capaz de fazer essa detoxificacao,
necessitando assim a ativacéo de outros sistemas antioxidantes (Dolatabadian et al. 2008).

Os carotenoides sé@o pigmentos relacionados a protecao celular contra danos fotoxidativos,
em que se destaca o ciclo das xantofilas (violaxantina, anteraxantina e zeaxantina) (Garcia-
Plazaola e Becerril 1999, Mittler 2002). No presente trabalho o decréscimo no conteddo de
carotenoides totais, concorda com trabalho realizado com mamona Ricinus communis L., por
Pinheiro et al. (2006), em que também observaram um decréscimo no teor de carotenoides totais
guando estas foram submetidas ao estresse por NaCl.

Considerando que com o aumento da concentragdo de sal houve um decréscimo na
sintese de clorofila a e b nas plantas e uma diminuicdo nos niveis de carotenoides totais, pode-se
sugerir que essas plantas apresentam menor capacidade de absor¢do e transferéncia de energia
luminosa bem como uma menor capacidade de dissipacao térmica (sob a forma de calor) via ciclo
das xantofilas. Essa perda da capacidade de dissipacéo térmica, associada a um acumulo de ATP

e NADPH no estroma, pode resultar na reacéo direta dos elétrons advindos da fase fotoquimica
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da fotossintese com o oxigénio molecular, resultando na reversao de um de seus spins, tornando-
0 altamente reativo (oxigénio singlete) (Pinheiro et al. 2006).

As betacianinas sdo pigmentos nitrogenados, de coloracdo vermelho-violeta e juntamente
com as betaxantinas pertencem a classe das betalainas (Volp et al. 2009). O aumento da sintese
deste pigmento, observado no presente trabalho, esta de acordo com o0s resultados obtidos por
Wang et al. (2008a) com Suaeda salsa, pertencente a familia Chenopodiaceae, que observaram
aumento no conteudo de betacianina quando as plantas foram submetidas ao estresse salino.
Este mesmo autor ainda sugere que as betacianinas podem funcionar como osmdlitos na defesa
de processos fisioldgicos contra estresses abidticos através da modulacdo do pool de
aminoécidos.

A peroxidacao lipidica € mensurada como quantidade de MDA que é produzida quando os
acidos graxos polinsaturados da membrana sofrem peroxidacdo pelo acimulo de EROs. Estresse
salino produz perda de ions, provocando injarias que comprometem a integridade da membrana a
qual sera afetada pelas EROs formadas durante a fotossintese ou a respiragdo (Savoure et al.
1999). Como a peroxidacéo lipidica esta diretamente ligada ao estresse oxidativo, esta pode ser
considerada como indicativo de estresse aumentado (Hernandez et al. 2000).

Os resultados mostram que ha um maior aumento no teor de MDA nas folhas do que nas
raizes, indicando uma maior taxa de peroxidagéo lipidica devido ao estresse salino, nas folhas. Ha
trabalhos que relatam que o estresse salino aumenta o conteddo de H,O, e por consequéncia
peroxidacgao lipidica por interromper a permeabilidade da membrana ou induzir estresse oxidativo
em tecidos vegetais (Dolatabadian et al. 2008, Panda e Khan 2009). Outro fator que deve ser
levado em consideracao foi o0 aumento da atividade da SOD que produz H,O,, causando danos as
células, uma vez que a CAT e a APX ndo acompanharam na mesma intensidade esse aumento
em atividade.

O excesso de sal no solo aumenta consideravelmente a producdo de EROs nas plantas,
gue para proteger suas membranas celulares e organelas dos efeitos danosos desses radicais
ativam um sistema de defesa antioxidante (Deuner et al. 2011). Estresses abioticos,
como estresse  salino, causam danos moleculares para células vegetais, direta ou

indiretamente através da formacéo das EROs. No presente estudo, as plantas expostas a solucéo
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salina mostraram um aumento significativo na atividade da SOD nas folhas e CAT e a APX nas
raizes.

O aumento da atividade da SOD nas folhas pode ser justificado pelo fato desta enzima ser a
primeira a atuar no sistema antioxidante, realizando a dismutacédo do radical superéxido (O,") a
peréxido de hidrogénio (H,O,) (Sinha e Saxena 2006). Wang et al (2008b) também relataram um
aumento da atividade da SOD em plantas de Iris lactea Pall. var. chinensis irrigadas com solugéo
salina. Por outro lado, em canola (Brassica napus L.), Dolatabadian et al. (2008), observaram um
aumento da atividade desta enzima no sistema radicular. O H,O, também é téxico para a célula e
sua producdo ocorre nos tecidos das plantas por uma variedade de fatores de estresse, devendo
ser rapidamente detoxificado (Deuner et al. 2011). Este processo é feito pela catalase (CAT) e
Ascorbato peroxidase (APX).

O aumento significativo da atividade da enzima CAT nas raizes com o aumento da
salinidade é justificado, pois esta € a enzima chave envolvida na remogédo de peroxidos toxicos
nas células. Ja a APX, outra importante enzima do sistema de defesa antioxidante tem sua
atividade aumentada no sistema radicular, justificando ser este 6rgdo o primeiro a ser
sensibilizado pelo estresse. A CAT e a APX pertencem a duas diferentes classes de enzimas de
limpeza devido as suas diferentes afinidades pelo H,O,, com a APX na ordem uM e a CAT em
mM. Assim, enquanto a APX seria responsavel pela modulacdo refinada das EROs para a
sinalizacdo, a CAT seria responsavel pela remocdo do excesso de EROs gerado durante o
estresse (Mittler 2002). Estes resultados mostram que provavelmente ndo ocorreu aumento da
fotorrespiracdo, pois a atividade da CAT néo alterou nas folhas e como houve uma redug¢do nos
teores de clorofila, as plantas podem ter dissipado sua energia na forma de calor ou fluorescéncia
ou ainda os elétrons podem ter sido incorporados no O, transformando-o em radical superéxido,
justificando o aumento da SOD e consequentemente da APX.

CONCLUSOES

O estresse salino promove redugdes nos teores de clorofilas totais, clorofila a, clorofila b,
carotenoides totais e incremento na sintese das betacianinas no caule, indicando que sob
estresse as plantas parecem necessitar de rotas alternativas de dissipacdo de energia a fim de

evitar problemas de fotoinibicdo e fotoxidacdo. A salinidade promove aumento da peroxidagéo
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lipidica, da atividade da SOD nas folhas e da CAT e APX no sistema radicular de plantas de
Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb., indicando que esta espécie possui mecanismos que
permitem o seu crescimento e desenvolvimento em ambientes que apresentem salinidade no solo.
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ARTIGO 3: REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS

EXPRESSAO DE GENE DA SINTESE DE BETACIANINA EM Alternanthera
philoxeroides (MART.) GRISEB. SOB ELICITACAO POR NaCl E TIROSINA

Resumo: Neste trabalho, o modelo proposto, para o estudo da rota de sintese das
betacianinas em plantas foi a espécie medicinal Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb
(Amaranthaceae), pois seus extratos apresentam estes compostos, que sdéo amplamente
utiizados como corantes naturais de alimentos e cosméticos, devido a sua alta
capacidade antioxidativa. Os elicitores, quando adicionados ao meio de cultivo podem
promover alteracdes no metabolismo secundario, estimulando a expressao de genes de
sintese das betacianinas. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o teor de
betacianina, bem como, o perfil de expressdo dos genes envolvidos na rota biossintética
deste composto, em plantas de A. philoxeroides, submetidas a elicitacdo por NaCl e pelo
aminoécido tirosina. Para o experimento da salinidade, plantas de A. philoxeroides foram
cultivadas in vitro, em meio MS liquido, no substrato vermiculita, durante 35 dias. Apos
esse periodo, foi adicionado ao meio uma solucdo de NaCl (400 mM) e coletada a parte
aérea das plantas, apés 0, 12, 24, 36 e 48 horas de exposi¢cao. Para o experimento da
tirosina, segmentos nodais foram inoculados em meio MS, na presenca e auséncia de
tirosina (0 e 75 uM) tendo sua parte aérea coletada, apds 35 dias de cultivo. Foi realizada,
além da extracdo das betacianinas, a quantificacdo da expressao diferencial através da
reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR), utilizando como controle
enddgeno o gene de Actina. Na andlise qRT-PCR foi possivel observar que a partir das
12h de estresse por sal, houve aumento da expressdo do gene da 5GT até as 24h
seguido por decréscimo e novo aumento em 36 e 48 horas, respectivamente. O gene 5GT
também aumentou sua expressdo em resposta a tirosina. Dessa forma, sugere-se que em
plantas de A. philoxeroides, a enzima Betanidina 5-O-glucosiltransferase, pertencente a
rota de biossintese das betacianinas tem sua maior expressdo em 48 horas de exposicdo
a elicitacao por sal e também guando crescidas em meio contendo tirosina.

Palavras-chave: Betalainas, salinidade, Betanidina 5-O-glucosiltransferase, tirosina qRT-
PCR.

Abstract: Expression of betacyanin synthesis gene in Alternanthera philoxeroides
(Mart.) Griseb. under NaCl and tyrosine elicitation. In this work, the model proposed for
studying the synthesis route of betacyanins in plants was the medicinal species
Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb (Amaranthaceae), since its extracts present
these compounds, which are widely used as natural colorants for food and cosmetics, due
to its high antioxidant capacity. The elicitors, when added to the cultivation medium, can
promote alterations in the secondary metabolism, stimulating the production of betacyanin
synthesis genes. The aim of this study was to assess the betacyanin level as well as the
expression profile of the genes involved in the biosynthetic route of this compound in A.
philoxeroides plants submitted to NaCl and aminoacid tyrosine elicitation. For the salinity
trial, A. philoxeroides were grown in vitro in a liquid MS medium in vermiculite substrate,
for 35 days. After this period, a NaCl solution (40 mM) was added to the medium and the
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aerial part of the plants was collected after 0, 12, 24, 36 and 48 hours of exposure. For the
tyrosine trial, nodal segments were inoculated in MS medium with and without tyrosine (0
e 75 pM), having their aerial parts collected after 35 days. Besides the extraction of
betacyanins, there was a quantification of the differential expression through the real time
chain reaction of polymerase (QRT-PCR), using as endogenous control the actina gene. In
the gRT-PCR analysis it was possible to observe, from 12 to 24 hours of salt stress, an
increase of the 5GT gene, followed by a decrease at 36 hours and another increase at 48
hours. The 5GT gene also increased its expression as a response to tyrosine. it is
suggested that in A. philoxeroides plants, enzyme bethanidine 5-O-glucosyltransferase
has its highest expression in 48 hours of exposure to salt elicitation and also when grown
in a medium containing tyrosine.

Key-words: betalains, salintiy, bethanidine 5-O-glucosyltransferase, gRT-PCR, tyrosine.

INTRODUCAO

Os pigmentos das plantas podem ser classificados em quatro grandes grupos:
antocianinas, betalainas, carotenoides e clorofilas, sendo as betalainas compostos
nitrogenados N-heterociclicos, soluveis em agua, localizados nos vacuolos das plantas
(Hanet al., 2009). Podem ser divididos em dois grupos estruturais: betaxantinas (amarelo)
e betacianinas (vermelho-violeta) sendo que estas Ultimas ainda podem ser classificadas
guimicamente em quatro tipos: betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina (Volp et
al., 2009).

Nos ultimos anos, a rota biossintética das betalainas vem sendo cada vez mais
estudada e algumas enzimas envolvidas nesta rota foram caracterizadas (Strack et al.,
2003; Grotewold, 2006; Moreno et al., 2008). As tirosinases sao uma classe de enzimas
gue apresentam cobre em sua estrutura e pertencem ao grupo das polifenol oxidases
(PPO). A presenca de transcritos de PPO correlacionando com acumulo de betacianinas
foi descrita pela primeira vez por Joy et al. (1995) em frutos de Phytolaca americana,
fornecendo assim, um dos primeiros indicios de envolvimento da enzima tirosinase na
biossintese das betalainas. JA Gandia-Herrero et al. (2004) extrairam e purificaram a
enzima tirosinase em beterraba (Beta vulgaris L), comprovando sua atividade. Essa

enzima é responsavel por catalisar a reacdo da tirosina para a formacdo de um
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intermediario, a 4,5 dihidroxifenilalanina (DOPA) que por sua vez, sofre oxidacao
transformando-se em ciclodihidroxifenilalanina (cDOPA).

As DOPA dioxigenases foram isoladas e identificadas do fungo Amanita muscaria
(Girod & Zryd, 1991) e posteriormente identificadas em plantas superiores, Portulaca
grandiflora (Christinet et al., 2004). Esta enzima, 4,5-DOPA, catalisa a ruptura das
ligacbes 4 e 5 do anel aromatico da DOPA produzindo um composto instavel (4,5-seco-
DOPA) que por reagbes ainda ndo muito bem identificadas € convertido a &cido
betalamico (Strack et al., 2003).

As glucosiltransferases envolvidas na biossintese das betalainas podem ser
classificadas em dois grupos de acordo com seu substrato. O primeiro grupo € composto
somente pela enzima cycloDOPA 5-glucosiltransferase (Han et al., 2009), que foi
primeiramente identificada em plantas de Mirabilis jalapa por Sasaki et al. (2004),
enquanto que o segundo grupo, das betanidinas glucosiltransferases, purificadas e
caracterizadas a partir de suspensao celular de culturas de Dorotheanthus belliformes por
Vogt et al. (1997), é composto por duas enzimas: a betanidina 5-O-glucosiltransferase
(5GT-DBs) e a betanidina 6-O-glucosiltransferase (6GT-DBs), responsaveis pela
glicosilacdo da betanidina com glicose ou &cido glicorbnico, para que possa ser
transportado e armazenado nos vacuolos. Ambas as enzimas sdo bastante diferentes,
apesar de terem sido isoladas da mesma planta e utilizarem substratos similares. Elas
apresentam apenas 19% da sequéncia de aminoacidos idénticos, o0 que sugere
mecanismos distintos de transferéncia de glicosilados para a betanidina (Hans et al.,
2004).

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para aumentar a biossintese dos produtos
naturais oriundos do metabolismo secundario, sendo uma delas o uso de elicitores, que
sd0 compostos ou tratamentos que podem induzir, nas plantas, mudancas fisioldgicas,

gue resultam em aumento significativo na producdo destes compostos (Georgiev et al.,
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2008). Segundo estes autores 0 uso de precursores como aminoacidos, estimulam a via
biossintética de seu composto final.

A quantificagdo da expressdo dos genes da rota de biossintese das betalainas
podera ser um indicativo do quanto a célula esta sinalizando para suas rotas bioquimicas
produzir estas enzimas (Han et al., 2009). Diversas metodologias foram desenvolvidas
visando quantificar a concentracao relativa dos transcritos dos genes em células e tecidos
(Hanet al., 2010). No presente trabalho o modelo proposto para o estudo da rota de
biossintese das betalainas foi a espécie Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb.
(Amaranthaceae), por ser uma planta que apresenta alto contetdo de betacianinas.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o teor de betacianina, bem como, o
perfil de expressdo dos genes envolvidos na rota biossintética deste composto, em

plantas de A. philoxeroides, submetidas a elicitacdo por NaCl e pelo aminoécido tirosina.

Material e Métodos
Material Vegetal

Plantas de A. philoxeroides (erva-de-jacaré), provenientes do municipio de Rio
Grande, no Rio Grande do Sul, tiveram sua identificagdo taxondmica confirmada por meio
da chave de identificacdo para Amaranthaceae e catalogada no Herbéario Pel sob o
numero 24.535.
Tratamento com sal

Plantas de A. philoxeroides foram cultivadas in vitro na vermiculita, em meio MS
liquido (Murashige & Skoog, 1962), onde permaneceram em sala de crescimento sob
fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 48 pmol m? s? com

temperatura de 25+2°C, por 35 dias. Decorrido este periodo, foram adicionados ao meio,

25 mL de uma solucdo de NaCl (400mM). Para a extragcdo de RNA total e sintese de
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cDNA foram coletados tecidos da parte aérea (caule e folha) nos tempos de 0, 12, 24, 36
e 48 horas de exposicao ao sal.
Tratamento com tirosina

Plantas de A. philoxeroides, estabelecidas in vitro, em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), foram utilizadas como doadoras de explantes, sendo cada explante um
segmento nodal de aproximadamente 1 cm de comprimento, com duas gemas. Os
explantes foram submetidos a dois tratamentos 0 e 75 pM de tirosina, a qual foi
solubilizada em DMSO, filtrada e adicionada ao meio MS bésico, ap6s autoclavagem, por
20 minutos a uma temperatura de 121° C a presséo de 1,05 kg cm™. Ap6s inoculacéo dos
explantes nos meios de cultura, os frascos foram colocados em sala de crescimento, sob
fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 48 pmol m? s? com
temperatura de 25+2°C por 35 dias. Apés este periodo foi coletada a parte aérea das
plantas, nos dois tratamentos (presenca e auséncia de tirosina), para a extragcdo de RNA
total e sintese de cDNA.
Extracdo e quantificacdo dos teores de betacianinas

A extracdo das betacianinas foi realizada conforme metodologia descrita por Cai et

al. (1998), com algumas modificacdes, onde a parte aérea foi macerada em 5 mL de agua
destilada e apés, centrifugada a 15.790 rpm, a 4°C por 25 minutos. A quantificacdo de
betacianinas foi realizada através da leitura da absorbéncia, nos comprimentos de onda
de 536 e 650 nm, em espectrofotdmetro Ultrospec 2100 Pro da Amersham Biosciences®,
sendo os resultados expressos em mg amarantina 100g™* MF.
Construcdao dos iniciadores

Inicialmente foi identificada a rota metabdlica da producéo de betalainas, com o
auxilio do banco de dados KEGG PATHWAY Database (http://www.genome.jp/dbget-
bin/'www_bget?map00965) (Figura 1) e a partir deste mapa metabdlico foram

selecionadas cinco enzimas: Betanidina 6-O-glucosiltransferase (6-GT), Tirosina
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descarboxilase (TYRDC), Betanidina 5-O-glucosiltransferase (5-GT), cycloDOPA 5-O-

glucosiltransferase (cDOPA5SGT), Tirosina descarboxilase (TYRDC).

| BETALAIN BIOSYNTHESIS | Betanidina 6-0-
glucasiltransferase

Betalare acid 231.- o)
Dopaxanthin i A } Larapranthin IT
i pont. —»0 1103- 241- 90— 231- 0
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Figura 1. Rota de biossintese das betalainas. Caixas em verde indicam as enzimas
utilizadas na construcao dos iniciadores para andlise de expressado génica por gqRT-PCR,
em plantas de Alternanthera philoxeroides submetidas a diferentes tempos de exposi¢ao
ao sal e a presenca de tirosina. Fonte: http://www.genome.jp/dbget-

bin/www_bget?map00965.
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados para analise de expressao génica por qRT-
PCR, em plantas de Alternanthera philoxeroides submetidas a diferentes tempos de
exposicao ao sal e a presenca de tirosina

Enzima E.C (Enzyme NUumero de Sequéncia dos iniciadores 5’-3’ Espécie
Commission acesso (NCBI)
Numbers)

PF(1): TGGTCCCTACGTCGCCCAG
PR(1): CATCGCTTGGCATTCCGAA Phytolacca
Betanidina 6- 24.1 0i|219566993 americana L.
Oglucosiltransferase PF(11): GCCAACGGCCTAGATCGAGC
PR(11): GCGACGTAGGGACCACAGGA

PF(2): CGCAATAGGAGCGCCATTG
PR(2): TTCCACGCCTCCTTAACGTG Arabidopsis
Tirosina descarboxilase 4.1.1.28 0i|18491208 thaliana (L.) Heynh.
PF(22): TTGCGCAATAGGAGCGCC
PR(22): CACGCCTCCTTAACGTGCTTC

PF(3): ACTGTGGGTGGAACTCGGC

PR(3): CCATTGGCACACCAGCAGAG Dorotheanthus
Betanidina 5-O 2.1.4 0i|5918022 bellidiformis (Burm.f)
glucosiltransferase PF(33): CTCTGCTGGTGTGCCAATGG N.E.Br.

PR(33): GGAATTGCTCGGCAAAAGTAG

PF(4): GCCGATCATAGGGTGGCCG
PR(4): ATCTTCGAATTATACGCTTGCTCCG
cycloDOPA 5-0O- 2.1.4 0i|62086402 Celosia cristata L.
glucosiltransferase PF(44): GCGGTGGAGTTGACAAGGG
PR(44): TCACCCCATCTTTCTTCACTTCTC

PF(5): TGACGGCGATGAAGACCAATGTA
PR(5): GCCGCAAGCAGTTCACGG Arabidopsis
Tirosina descarboxilase 1.14.18.1 0i|145334160 thaliana (L.) Heynh.
PF(55): AGCAGCGGTTGATCCTTTGG
PR(55): CCATATTTCTTTGCGATGTTCCC

PF(1): CTGTTTTGCTGACTGAGGCCC
PR(1): TCTTCTCCCTGTTAGCCTTGGG Chenopodium
CrActina 0i|1044865 rubrum L.
PF(2): CAATGAACTTCGTGTTGCTCCAG
PF(2): GCCTCAGTCAGCAAAACAGGA

Tabela 2. Resultado do alinhamento local (tblastn) das sequéncias de aminoacidos das
proteinas obtidas nos mapas metabdlicos do KEGG e o banco de nucleotideos do NCBI

Proteina E-value Espécie Similaridade

Betanidina 6-O-glucosiltransferase 0.0 Phytolacca americana 396/487 (81%)
Betanidina 5-O-glucosiltransferase 0.0 Dorotheanthus 489/489
bellidiformis (100%)
cycloDOPA 5-O-glucosiltransferase 0.0 Celosia cristata 486/486
(100%)

Sequéncias de nucleotideos dos genes 5-GT, 6-GT e cDOPA5GT, para o desenho
de iniciadores, foram obtidas pelo alinhamento local (Tabela 2) e para os genes Actina

(ACT1) e Tirosina descarboxilase (TYRDC) foram buscadas pela descricdo no NCBI.
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Extragcdo de RNA total

A extracdo de acido ribonucleico (RNA) total foi feita através do uso de PureLinkTM
Plant RNA Reagent (Invitrogen®) seguida de tratamento com DNAsel™ (Invitrogen®) de
acordo com as instrugdes do fabricante. A quantidade e qualidade do RNA total foram
avaliadas por espectrofotometria (260/280nm) e, posteriormente testadas, também em gel
de agarose (2%p/v). O DNA complementar (cDNA) foi obtido a partir de 2 ug RNA total
através do uso do iniciador poly-T para ligar cauda poli-A, amplificando somente mRNA,
conforme o protocolo do SuperScript First-Strand System for RT-PCR kit (Invitrogen®).
Validagao dos iniciadores

O procedimento de validacdo dos iniciadores foi realizado utilizando amostras de
cDNA em diluicbes seriadas de 1:1; 1:5, 1:25 e 1:125. As reacdes de gRT-PCR foram
realizadas em um equipamento modelo ABI RT-PCR 7500 Fast (Applied Biosystems®)
utilizando o sistema de deteccdo SYBR® Green (Applied Biosystems®, California, USA).
Para estas reacdes foram utilizados 12,5 pL de SYBR® Green, 3 pL de cada iniciador
desenhado (Foward e Reverse - 10mM), 1 yuL da primeira fita de cDNA e agua para
completar o volume final de 25 pL. As condi¢des de ciclagem utilizadas para amplificacéo
foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
62°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste ultimo
passo. Um ciclo de 72°C por 5 minutos precede o ciclo da curva de dissociacao - 95°C por
15 segundos, 60°C por 1 minuto e aumento de 0,06°C a cada ciclo até a temperatura de
95°C e 95°C por 30 segundos, 60°C por 15 segundos. Esta amplificacdo gerou uma curva
padrdo representada através de um grafico de regresséo linear semi-log do valor Ct em
comparacao ao log da quantidade inicial de acido nucléico. O slope (inclinagdo) da curva
padrao foi gerada pelos dados: log da concentragdo das amostras vs. Ct (Threshold
Cycle). O desempenho da gRT-PCR em tempo real foi determinado através do calculo da

eficiéncia utilizando a formula: E = (10Y5°P®) descrita por Pfaffl (2001).
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gRT-PCR em Tempo Real

Foi feita a quantificacao relativa somente do gene da enzima 5-GT. A expresséo do
gene “alvo” foi normalizada em relagéo ao nivel de expressédo do gene da Actina (Gao et
al., 2008). As reacdes de gRT-PCR foram realizadas no mesmo equipamento e sistema
de fluorescéncia. Para estas reagdes foram utilizados 12,5 uL de SYBR® Green, 3 pL de
iniciadores (Foward e Reverse), 1 uL da primeira fita de cDNA (diluigdo 1:5) e agua para
completar o volume final de 25 uL. As condi¢cdes da reacao utilizadas para amplificacéo
foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
62°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste ultimo
passo. Os resultados foram analisados através do método AACT e QR (quantificacdo
relativa), conforme descrita por Pfaffl (2001).

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, onde para as
analises dos teores de betacianinas foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas e para as
de gRT-PCR, além de trés biolégicas, trés repeticdes técnicas (triplicatas na placa). Os
dados do teor de betacianina foram submetidos a andlise de variancia, e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do programa

WinStat (Machado & Conceicao, 2002).

Resultados
Teor de betacianinas em plantas elicitadas com NaCl e tirosina

Em relagéo as betacianinas, houve um aumento de 22,8% no teor até as 36 horas
de exposicdo ao sal, havendo um pequeno decréscimo de 7% nas 48 horas em
comparacdo com as 36 horas, porém sem diferenca significativa (Figura 2A). Ja nas
plantas crescidas na presenca de tirosina esse aumento foi de 6% (Figura 2B). Esses

valores indicam que o tempo de exposi¢cdo ao sal, ndo foi suficiente para aumentar os
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teores de betacianinas e que a utilizagdo de um aminoacido precursor da rota de

biossintese, podera ndo ser um bom elicitor para as plantas de A. philoxeroides.
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Figura 2. Teor de betacianina em plantas de A. philoxeroides. A) Plantas submetidas a
diferentes tempos de exposicao ao NaCl. B) Plantas cultivadas na presenca e auséncia
de tirosina por 35 dias. As barras representam o erro padrdo da média de trés repeticdes.
Validacéo dos iniciadores

O experimento de validacao dos iniciadores mostrou que, com excecao do iniciador
33 (5-GT), os valores de Ct apresentaram-se indeterminados, indicando ndo serem
apropriados e especificos neste estudo. Entretanto, os resultados do experimento de
validacdo do iniciador 33, mostraram-se satisfatorios e sdo apresentados na Tabela 3,
aferida a partir do slope da equacdo de regressao linear, utilizado para o célculo da

eficiéncia de amplificacdo, assim como do coeficiente de regressdo (R?) (Deprez et al.,

2002).

Tabela 3. Resultados da validacdo do conjunto de iniciadores para o gene 5-GT e Actina,
realizada a partir de diluicdbes seriadas de cDNA de plantas de Alternanthera
philoxeroides no tempo Oh de exposi¢ao ao sal

Gene Slope Eficiéncia R’

5-GT -1,586 4,27 0,98

Actina -3,771 1,84 0,96
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Expressao génica

O gene 5-GT apresentou um aumento de expressdo de 1,4 vezes na analise de
12h sob estresse por sal, decaindo em torno de 1,4 vezes nas 24h, reduzindo a valores
inferiores ao controle nas 36 horas e aumentando para 2,6 vezes a expressdo em 48h.
Esta espécie, portanto, apresentou uma elevacdo no nivel de expressdo do gene da

enzima 5-GT nas primeiras 12h e pico de expressao as 48h sob estresse por sal (Figura

3).

1,5

0.5

Quantificacao relativa (QR)

Oh 12h 24h 36h 48h
Tempo de exposicgdo ao sal

Figura 3. Expressao diferencial relativa do gene 5-GT em A. philoxeroides em resposta
ao NaCl. Coletas feitas apos 0, 12, 24, 36 e 48 horas ap0s o tratamento.

Plantas que cresceram em meio MS com 75 pM de tirosina tiveram um aumento na
expressao da enzima 5-GT de 5 vezes, indicando um aumento da expressao deste gene

nas plantas elicitadas com tirosina (Figura 4).
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Figura 4. Expressao diferencial relativa do gene 5-GT em A. philoxeroides em resposta
ao tratamento com tirosina (75 pM) no meio MS.
Discusséao

Varios estudos relacionados as enzimas envolvidas na biossintese das betalainas
estdo proporcionando grandes progressos no entendimento e uso desta classe de
pigmentos nitrogenados solUveis em agua. A maioria das enzimas envolvidas na rota de
biossintese foi identificada e purificada em algumas espécies, mas em A. philoxeroides
nao ha relatos da identificacdo e nem da quantificacdo da expressdo de nenhuma delas,
até o presente trabalho.

A quantidade de informacé&o disponivel para cada espécie depende basicamente da
complexidade do genoma e da importancia econémica ou cientifica que determinada
espécie possui. Levando-se em consideracdo o modelo bioldégico proposto neste trabalho
pode-se observar que pelo fato da espécie ainda néo ter tido seu genoma sequenciado,
informacgdes sobre A. philoxeroides sédo ausentes no que se refere as sequéncias génicas
depositadas em bancos de dados. Desta forma, o uso da bioinformética tornou-se uma
ferramenta imprescindivel na busca de informacdes sobre 0os genes e proteinas nos
bancos de dados publicos, proporcionando a obtencéo de informacdes sobre estrutura e
funcdo das enzimas envolvidas na biossintese das betalainas, que permitam o estudo
destas enzimas em resposta a elicitacdo por sal e tirosina em plantas de A. philoxeroides.

Através do uso de informacdes de espécies proximas, essa busca se deu por homologia
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entre 0os genes dentro da ordem Caryophyllales o que parece nédo ser o mais adequado
diante dos resultados obtidos.

Das 10 sequéncias de iniciadores desenhados, apenas um apresentou valores que
permitiram sua validacdo e posterior analise da expressdao em qRT-PCR. O perfil de
expressdo do gene 5-GT apresentado sob a elicitacdo por sal possibilitou inferir que, a
partir de 48 horas de exposicdo ao sal, esse gene que codifica para essa enzima
realmente aumentou sua expressdo. As betalainas sdo uma classe de compostos que
apresentam propriedades antioxidantes e de detoxificagcdo das EROs (Escribano et al.,
1998; Pedrefio & Escribano, 2000; Kanner et al., 2001) e que podem funcionar como
osmolitos na defesa de processos fisioldgicos contra estresses abidticos através da
modulacdo do acumulo de aminoacidos (Wang et al., 2006). Portanto esse aumento na
expressdo da enzima pode ser uma tentativa desta espécie de ativar genes que
minimizem os efeitos danosos do sal.

O aumento da expressdo nas horas sob elicitacdo com sal, ndo esta diretamente
relacionado com o aumento do produto final, como pode ser observado na quantificacéo
do teor de betacianinas. O efeito de um elicitor sobre as células ou tecidos vegetais ndo é
totalmente conhecido. A ligacdo destes com os receptores localizados na membrana
plasmatica sucede a ativacdo da proteina-G, que por sua vez, media a estimulacdo da
Adenilil Ciclase e Fosfolipase-C. Ocorre o aumento do nivel de mensageiros secundarios
acoplados a ativacdo de suas quinases para 0 nucleo e finalmente, a ativacdo da
transcricdo de genes que codificam para as enzimas que participam das rotas de sintese
de metabolitos secundarios (Vasconsuelo & Boland, 2007). Esta rota de transducdo de
sinais, bem como, a complexidade tanto nos substratos das enzimas quanto nas préprias
enzimas que catalisam as reacdes de biossintese das betalainas, pode explicar o nao
aumento deste pigmento durante os periodos de elicitagdo por sal. Na espécie Suaeda

salsa, pertencente a familia Chenopodiaceae, foi observado aumento no conteudo de
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betacianina quando as plantas foram submetidas ao estresse salino em intervalos de
tempos de dois dias durante 15 dias (Wang et al., 2006), ou seja, muito superiores aos
analisados no presente trabalho.

A via biossintética das betalainas tem como precursor o0 aminoacido tirosina,
utilizado como elicitor neste trabalho. Houve um aumento na expressao do gene 5GT nas
plantas de A. philoxeroides crescidas na presenca de tirosina, porém, na analise do teor
de betacianinas entre os tratamentos com presenca e auséncia deste aminoacido, ndo
houve diferenga significativa. Diante disso, deve ser levada em consideragdo a
capacidade celular de acumulo do composto (Maraschin & Verpoorte, 2001) que nao é
bem conhecida, até o presente momento, porém, é esperado haver um limite no acumulo,

influenciando a produtividade e o aumento no teor de betacianinas.

Conclusdes

Os teores de betacianinas nao sao influenciados pelas elicitagoes de sal e tirosina
em plantas de A. philoxeroides. A enzima Betanidina 5-O-glucosiltransferase, pertencente
a rota de biossintese das betacianinas tem sua maior expressdo nas 48 horas de
exposicdo a estresse salino, e quando crescidas in vitro no meio suplementado com
tirosina. Estudos mais detalhados na rota de biossintese das betalainas devem ser
realizados para possibilitar a construgcdo de mais iniciadores que permitam quantificar a

expressao dos genes destas enzimas.
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