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RESUMO

A espécie Byrsonima gardneriana A. Juss. pertence a familia Malpighiaceae e possui antocianinas em
seus frutos, apresentando relevante potencial fitoquimico. O objetivo desse trabalho foi selecionar
linhagens celulares e estabelecer um protocolo para estimular a producdo de antocianinas em calos
desta espécie. Para inducdo dos calos foram inoculados explantes foliares obtidos de plantas
estabelecidas in vitro, utilizando-se meio de cultura MS/2, solidificado com 7% de agar e suplementado
com 30% de sacarose, 16pM de BAP + 2uM de ANA. Determinou-se a curva de crescimento e o teor
de antocianinas nos calos em intervalos de 7 dias durante 13 periodos. Avaliou-se linhagens mais
produtivas em cinco subcultivos. Para estimulagéo da producgéo de antocianinas, foi adicionado ao meio
de cultura diferentes concentracdes de manitol, assim como BAP associado a 2,4-D. A curva de
crescimento apresentou padréo sigmoidal, com crescimento linear entre 0 21° e 0 56° dia de cultivo.
Apenas a adicdo de 59 L™ de manitol ao meio de cultura induziu o aumento na concentragio do
pigmento. Novos estudos devem ser conduzidos buscando-se um melhor entendimento do efeito dos
reguladores vegetais BAP e 2,4-D além de outros estressores osmoticos para estimular a producdo de
antocianinas em calos de B. gardneriana.

Palavras-chave: Murici, Metabolito secundario, Flavonoides, Cultivo in vitro.

ABSTRACT

The species Byrsonima gardneriana A. Juss. belongs to the Malpighiaceae family and has anthocyanins
in its fruits, alters the phytochemical potential. The objective of this work was to select cell lines and
establish a protocol to stimulate the production of anthocyanins in calluses of this species. For callus
induction, leaf explants from common plants in vitro were inoculated, using MS/2 culture medium,
solidified with 7% agar and supplemented with 30% sucrose, 16uM BAP + 2uM ANA. The growth
curve and anthocyanin content of the calluses were determined at 7-day intervals for 13 periods. More
productive strains were evaluated in five subcultures. For stimulation of anthocyanins production,
different mannitol concentration was added to the culture medium, as well as BAP associated with 2,4-
D. The results showed a growth curve with a sigmoidal pattern, with linear growth between 21% and
56" day of cultivation. In the present study, only the addition of 5g L™ of mannitol to the culture
medium induced an increase in pigment concentration. Further studies should be conducted seeking a
better understanding of the effect of plant regulators BAP and 2,4-D in addition to other osmotic
stressors to further stimulate the production of anthocyanins in B. gardneriana callus.

Keywords: Murici, Secondary metabolite, Flavonoids, Culture in vitro.

1 INTRODUCAO

O semiarido brasileiro é caracterizado pela ocorréncia do bioma Caatinga, apresentando
inimeras espécies endémicas (Ferraz et al., 2013). As condigdes ambientais prevalentes na caatinga
como intensa radiacéo solar, altas temperaturas e baixa umidade, possibilitam a ocorréncia de espécies
vegetais adaptadas a essas condi¢des (PASSOS et al., 2016) e ricas em metabdlitos secundarios. Apesar
dos metabdlitos secundarios ndo participarem diretamente dos processos de crescimento e
desenvolvimento vegetal, representam uma interface quimica entre as plantas produtoras e o ambiente
circundante, sendo sua biossintese frequentemente afetada por condigdes ambientais (SIMIONE et al.,

2013).
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Entre os metabdlitos secundarios de plantas grande importancia ecoldgica e econdémica tem sido
dada as antocianinas (HAMERSKI et al., 2013). Pertencente a classe dos flavonoides, as antocianinas
desempenham diversas funcdes nas plantas, como atividade antioxidante e protecdo a radiacdo UV;
além de participarem de mecanismos reprodutivos, tais como polinizacdo e dispersdo de sementes
(GOMEZ-ZELEDON & JIMENEZ, 2011). Para a indUstria alimenticia, as antocianinas representam
uma alternativa aos corantes artificiais devido a demanda por produtos naturais e por sua acao
antioxidante e anti-inflamatéria (HAMERSKI et al., 2013).

A producdo comercial de antocianinas tem crescido consideravelmente e a demanda por
corantes naturais tem aumentado em média entre 5-15% a cada ano. Como a exploragdo comercial a
partir de plantas em campo depende do ciclo de producéo e de espago para o cultivo, o cultivo in vitro
de calos e células de plantas tem sido considerado como uma alternativa promissora para a producao
em escala comercial de metabolitos secundarios (NEPOMUCENO, 2012). Segundo Gomez-Zeledon
& Jiménez (2011) diversas pesquisas tém demonstrado o efeito de mudancas nas condigdes do meio
de cultura como a adicdo de reguladores de crescimento, indutores e estressores para a producgéo de
antocianinas em tecidos vegetais indiferenciados. No entanto, para esses autores, existem muitas
limitacBes na identificacdo dos estimulos necessarios, bem como sua intensidade, para ativar as vias
metabolicas.

Representantes do género Byrsonima apresentam grande potencial para a produgdo de
antocianinas visto que seus frutos contém naturalmente esse pigmento. O género Byrsonima é o maior
da familia Malpighiaceae e agrupa espécies de grande importancia medicinal, ornamental e produtoras
de frutos comestiveis, além de ser o género mais extensivamente estudado (GUILHON-SIMPLICIO
& PEREIRA, 2011). Nesse contexto, destaca-se a espécie Byrsonima gardneriana A. Juss., nativa e
endémica do Brasil e encontrada na Caatinga (MAMEDE, 2015).

Diante do exposto, este trabalho objetivou estabelecer um protocolo de producdo de

antocianinas em calos da espécie Byrsonima gardneriana A. Juss.

2 MATERIAL E METODOS

O estabelecimento in vitro foi realizado a partir de sementes, adotando-se a metodologia
descrita por Sa (2015). Apo6s sessenta dias da semeadura as plantas estabelecidas in vitro serviram como
fonte de explantes foliares, obtidos entre o primeiro e o terceiro par de folhas expandidas, contados a
partir do apice da planta, com aproximadamente 0,5 cm?, preservando-se a nervura central e com a

regido adaxial em contato com o meio de cultura. Esses explantes foram inoculados em tubos de ensaio
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contendo 15mL de meio de cultura MS/2 (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com
87,64mM de sacarose e solidificado com 7g L™ de &gar, acrescidos de 16uM de 6-benzilaminopurina
(BAP) + 2uM de acido naftalenoacético (ANA) para induzir a formacdo dos calos. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento em auséncia de luz 2 25 £ 3° C.

Para construgdo da curva de crescimento foi quantificada a matéria fresca dos calos formados
a partir do dia “zero” (explantes antes da inoculacdo) até¢ 91 dias de cultivo, em intervalos de 7 dias,
totalizando 13 periodos. O percentual de crescimento dos calos foi determinado por meio da equacao:
Pf — Pi/Pf x 100, onde Pi = Peso inicial e Pf = Peso final de calos (LAMEIRA, 1997). Foram utilizadas
trés repeticOes, sendo cada repeticdo constituida por trés unidades experimentais (trés calos).

Para selegéo das linhagens celulares com maior producéo de antocianinas foram realizados
cinco subcultivos, em intervalos de 30 dias, seccionando-se segmentos categorizados em trés tipos
(coloracdo rosa, amarela e marrom). Estes foram transferidos para um novo meio de cultura (idéntico
ao inicial) e mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 3°C, fotoperiodo de 16 horas e
radiacdo fotossintética ativa de 40pumol m2s™. Em cada subcultivo amostras de calos foram coletadas
para a obtencdo da massa fresca e quantificacdo do teor de antocianinas.

Para avaliar o efeito do estresse osmatico foram utilizados calos com 30 dias de cultivo
transferidos para um novo meio de cultura (MS/2) contendo 87,64mM de sacarose, 7g L™ de agar,
16puM de BAP e 2uM de ANA e suplementado com diferentes concentragfes de manitol: Og L
Y(controle), 2,59 L%, 5,09 L?, 7,59 L2, 10,09 L. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da
autoclavagem a 127°C por 15 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 3°C, fotoperiodo de 16 horas e radiagdo fotossintética ativa de 40pumol m2s™.
Transcorridos 30 dias nestas condi¢es, amostras de calos foram coletadas para a obtengcdo da massa
fresca e quantificacdo do teor de antocianinas.

Para avaliar o efeito da interacdo entre os reguladores vegetais BAP e 2,4-D (2,4-
diclorofenoxiacético), calos com 30 dias de cultivo foram transferidos para um novo meio de cultura
(MS/2) contendo 87,64mM de sacarose e 7g L de agar. O meio de cultura foi suplementado com
diferentes concentracfes de BAP (0,0; 4,0; 8,0; 16;0 e 32uM) e 2,4-D (0,0; 2,5; 5,0, 10,0 e 20,0uM)
em esquema fatorial, totalizando 25 tratamentos. O pH do meio foi ajustado para 5,7 £ 0,1, antes da
autoclavagem a 127°C por 15 minutos. As culturas foram mantidas por 30 dias em sala de crescimento.
Transcorrido esse periodo nestas condicdes, os calos tiveram a massa fresca e o teor de antocianinas

quantificados.
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A extracdo e quantificagdo de antocianinas totais foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Silva (1996) e analisadas em espectrofotometro UV/VIS (FemScan 800XI®), efetuando-
se leituras em comprimento de onda de 535nm. O conteldo total de antocianinas foi expresso em mg
de antocianinas/100g da amostra de calo analisada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, avaliando-se trés repeti¢Ges, sendo
cada repeticdo constituida de trés unidades experimentais (3 calos), totalizando nove calos por
tratamento. Cada amostra foi analisada em triplicata.

Os dados obtidos através da relacdo entre massa fresca e teor de antocianinas foram avaliados
utilizando-se recursos da estatistica descritiva com o auxilio do programa R-3.3.1. Para a avaliacdo da
curva de crescimento os dados foram ajustados ao modelo de transformacao quadréatica e submetidos
a andlise de variancia. Os demais dados foram submetidos & analise de variancia e as medias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Apenas para 0 experimento com
reguladores vegetais os pressupostos de homogeneidade e de normalidade dos dados ndo foram
atendidos, adotando-se, para tanto, testes ndo paramétricos. O nivel de significancia de 5% foi adotado

para todas as comparagoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A curva de crescimento dos calos apresentou padrdo sigmoidal, evidenciando cinco fases
distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracédo e declinio (Figura 1). A fase lag, também conhecida
como fase produtora de energia, é caracterizada pelo periodo de adaptacdo do explante ao meio de
cultura no qual praticamente ndo h4 aumento do numero de células, ocorre o inicio da mobilizacéo de
metabdlitos e a sintese de proteinas sem qualquer divisao celular (GUERRA & NODARI, 2006). Para
B. gardneriana essa fase ocorreu ao longo dos primeiros 14 dias de incubacdo, enquanto que a fase de
crescimento exponencial ocorreu entre o 14° e o 21° dia. A fase de crescimento exponencial é
caracterizada por intensa divisdo celular e rapido aumento no nimero de células, seguida da fase de
crescimento linear, observada entre 0 21° e o 56° dia de cultivo, sendo esta a fase mais longa, onde o
ciclo celular é ativo, porém ocorre a reducdo no ganho de massa celular (GUERRA & NODARI, 2006).
Apos a fase linear os calos entraram na fase de desaceleragdo, com posterior declinio. Ao entrar na fase
de declinio, os calos apresentaram coloragcdo marrom, com regifes oxidadas, além da reducdo da massa

fresca e dos niveis de antocianinas.
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Figura 1: Curva de crescimento e producdo de antocianinas em calos formados a partir de explantes foliares de Byrsonima
gardneriana A. Juss. cultivados em meio de cultura MS/2 suplementado com 16uM de 6-benzilaminopurina (BAP) + 2uM
de acido naftalenoacético (ANA). Feira de Santana, 2018.
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Embora a cobertura total dos explantes por calo tenha sido atingida apenas aos 35 dias de
cultivo, aos 21 dias ja foi possivel a quantificacdo de antocianinas, mesmo com a formacéo parcial dos
calos. Nesta fase, apesar de os calos apresentarem tecidos ainda jovens, obteve-se os melhores niveis
do pigmento (Figura 1). Os calos mais jovens, observados desde o inicio do cultivo até a fase linear,
apresentaram coloracdo amarela com regides rosa e textura compacta. Durante este periodo foram
obtidos os maiores niveis de antocianinas (variando de 2,4163 mg/100g aos 21 dias a 1,0737mg/100g
aos 49 dias), sendo o periodo mais adequado para selecdo de células visando a obtencdo de linhagens
uniformemente coradas. A partir do final da fase linear os calos apresentaram coloragdo marrom e
textura friavel. Os calos fridveis possuem alta taxa de divisao celular, sdo mais instaveis geneticamente
e sao tipicamente compostos por células de variados tamanhos, tipos e formas.

Para calos de Byrsonima verbascifolia (L.) DC., descrito por Chiavegatto (2014), a fase lag
ocorreu até o 30° dia de inoculacéo, seguida da fase exponencial que se estendeu até o 70° dia. Houve
uma reducédo no crescimento entre 50° e 60° dia de cultivo, seguido de intensa divisao celular entre 60°
e 70° dias. A fase linear foi observada entre o 71° e o 100° dia de cultivo. Nao foram observadas as
fases estacionarias e de desaceleracdo, logo os calos entraram em declinio a partir do 101° dia de
cultivo. Quanto a coloracao, os calos mostraram-se verde na fase lag até o 20° dia de cultivo e coloracéo

amarela aos 30 dias. Na fase exponencial, de crescimento linear e de declinio os calos apresentaram
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coloracdo amarela e consisténcia friavel, porém a partir do 60° dia, ainda na fase exponencial,
apresentaram sinais de oxidagdo, o que se intensificou na fase de declinio.

Nogueira et al. (2008) estudando a producéo de taninos em calos obtidos de explantes foliares
de Byrsonima intermedia A. Juss. verificaram diferencas consideraveis no teor desse composto entre
as fases linear e estacionéria, quando o teor reduziu de 0,142% para 0,133%, demonstrando que 0s
niveis de metabdlitos podem variar de acordo com a fase de desenvolvimento do calo.

A importancia de se estabelecer a curva de crescimento de calos estd na determinacdo do
momento ideal de repicagem para um novo meio de cultura e na possibilidade da sua utilizacdo em
suspensdes celulares. A repicagem dos calos para novo meio de cultura deve ser realizada antes do
final da fase linear de crescimento, quando as células ainda estdo em divisdo, e tem por finalidade
manter as culturas, podendo ser realizados sucessivos subcultivos.

A selecdo de tecidos nos calos possibilitou a separacdo de trés linhagens celulares, distinguiveis
inicialmente pela coloragéo: rosa, amarela e marrom. Os calos obtidos durante os cinco ciclos de
selecdo foram fridveis, com crescimento celular e producdo de antocianinas variando em funcgdo da
linhagem celular e do ciclo de sele¢do. Foram verificadas diferencas significativas para o teor de
antocianinas entre a linhagem rosa e as demais linhagens, nos trés primeiros ciclos de cultivo, enquanto
que entre as linhagens amarela e marrom foram detectadas diferencas apenas no segundo e terceiro
ciclo (Tabela 1). Na comparacdo, dentro de cada linhagem e nos diferentes ciclos de cultivo, verificou-
se que a linhagem rosa apresentou o maior teor de antocianina no segundo ciclo (4,6028 mg/100g),
demonstrando ser a linhagem mais produtiva para esse pigmento.

A partir do terceiro ciclo de selecéo a linhagem de calos marrom ndo apresentou viabilidade
para seguir com os ensaios, razdo pela qual ndo foram avaliados os teores de antocianina e massa fresca
no quarto e quinto ciclo de selecdo para esta linhagem. No quinto ciclo as linhagens de calos de
coloracdo rosa e amarelo se apresentaram bastante oxidados, com inibi¢do do crescimento celular,
evidenciado pela reducdo da massa fresca, o que indica que nos sucessivos subcultivos ocorreu a perda
da viabilidade do material vegetal. Para Nogueira et al. (2008) o cultivo de calos por periodo superior
a cinco repicagens induz a formacéo de variacbes morfoldgicas e fisioldgicas, o que, em geral, reduz a
viabilidade dos mesmos.

Comportamento semelhante aos resultados obtidos com B. gardneriana foi observado por Lima
et al. (2014) em calos de Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae), verificando uma reducao no teor
de antocianinas ao longo de sete subcultivos, assim como mudancas na coloracdo dos calos, passando

de avermelhado (predominancia de antocianinas) para esverdeado (predominancia de clorofila). Os
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autores descreveram ainda a mudanca na textura dos calos, passando de fridveis nos primeiros
subcultivos a compactos no final do experimento.

Os resultados obtidos demonstram que a producdo de antocianinas ndo € uma caracteristica
estavel dentro de cada linhagem de células, o que levou ao declinio no teor do pigmento ao longo dos
ciclos de selecdo. Esta instabilidade ja foi retratada em diversos estudos (CHOI & PARK, 1997;
FUMAGALLI, 2008; ANANGA et al., 2013; LIMA et al., 2014) e reflete o processo de diferenciacdo
celular no tecido ou a perda da capacidade produtiva em funcéo de variagdes genéticas e epigenéticas.
Realmente, as culturas de células de plantas em geral sdo heterogéneas, nas quais as caracteristicas
morfologicas e fisiologicas das células apresentam diferengas. Entretanto, as diferentes células de um
calo estdo em processo de diferenciagéo e especializacdo, o que implica que nem sempre a simples
selecdo garante a estabilidade de uma determinada linhagem. Contudo, a identificacdo de linhagens
celulares com alta produtividade de metabolitos, através da selecdo de pequenos agregados celulares
pode ser amplamente empregada na obtencdo de culturas mais produtivas em metabdlitos de interesse.
Tabela 1: Coloracdo, massa fresca e teor de antocianinas em calos obtidos a partir de segmentos de folhas de Byrsonima

gardneriana A. Juss. cultivados em meio de cultura MS/2 suplementado com16uM de 6-benzilaminopurina (BAP) + 2uM
de 4cido naftalenoacético (ANA), ao final de 5 ciclos de cultivo em intervalos de 30 dias. Feira de Santana, 2018.

Ciclo Linhagem Cor Massa Teor médio de
fresca antocianinas (mg/100g)
(mg)*
1°ciclo A Rosa 0,2580 4,4576 Ab
B Amarelo 0,3188 4,0732 Ba
C Marrom 0,4644 4,1300 B2
2° ciclo A Rosa 1,9916 4,6028 A2
B Amarelo 2,2174 2,6295 Bb
C Marrom 1,0944 2,0089 cb
3°ciclo A Rosa 1,9588 3,8130 A¢
B Amarelo 1,7279 0,6959 c¢
C Marrom 0,4549 1,0395 B¢
4° ciclo A Rosa 1,1448 3,2324
B Amarelo 1,4667 0,5900
5° ciclo A Rosa 0,6573 2,4081
B Amarelo 1,1802 0,4262

Médias obtidas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As letras maitusculas correspondem as diferencas significativas
dentro de cada ciclo, enquanto que as letras mindsculas fazem a comparacao das médias de cada linhagem em cada um dos
ciclos. *Para massa fresca, ndo houve diferencas significativas.

Os calos submetidos ao estresse osmdtico pela adicdo de manitol ao meio de cultura
apresentaram coloracdo variando entre amarelo e marrom com regides rosa e textura friavel. A adicéo
de manitol ao meio de cultura em concentracdes de 2,59 L™ e 5,09 L promoveram o aumento na

producédo de antocianinas, evidenciando que a biossintese desse pigmento foi estimulada pela reducéo

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.96499-96513 dec. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian _Journal of Development

da disponibilidade de 4&gua no meio (Tabela 2). Em concentra¢fes maiores do agente osmotico (7,5 e
10g L), no entanto, foi observada a reducdo do pigmento. Ja para a massa fresca dos calos ndo se
detectou diferencas significativas, demonstrando que o aumento do potencial osmotico do meio de
cultura afetou o metabolismo do pigmento, mas nao afetou o ciclo e o crescimento celular. O uso de
agentes osmaticos no meio de cultura promove redugdo do metabolismo, pois reduzem o potencial
hidrico do meio de cultura, inibindo a absor¢éo de agua e nutrientes pelo explante e, consequentemente,
agem sobre o crescimento e o metabolismo celular (LEDO et al., 2007).

As antocianinas sdo comumente relatadas como sendo induzidas pelo estresse abidtico. No
entanto, o nivel de estresse necessario para estimular a producdo de antocianinas para diferentes fatores
é desconhecido (KOVINICH et al., 2014) e podem variar entre as espécies. Suan See et al. (2011)
cultivaram calos de Melastoma malabathricum L. (Melastomataceae) em meio de cultura MS
suplementado com diferentes concentracdes de sacarose, 0 que resultou no aumento da producdo de
biomassa celular e na concentracdo de antocianinas. As células de M. malabathricum cultivadas em
meio de cultura suplementado com 45g L™ de sacarose produziram o maior teor do pigmento. Ja
Kielkowska (2017) estudando o cultivo in vitro de células meristematicas de raizes de Allium cepa L.
(Liliaceae), verificaram reducdo no teor de antocianinas quando submetidas a diferentes concentracdes

de sorbitol (18,2; 36,4 e 65,59 L), corroborando os resultados encontrados em B. gardneriana.

Tabela 2: Massa fresca e teor de antocianinas em calos obtidos a partir de segmento foliar Byrsonima gardneriana A. Juss.
cultivados em meio de cultura MS/2 suplementado coml16uM de 6-benzilaminopurina (BAP) + 2uM de &cido

naftalenoacético (ANA), acrescidos de diferentes concentragdes de manitol. Feira de Santana, 2018.

Manitol (g L™?) Massa fresca (g)* Teor de antocianinas
(mg/100g)
Controle (0,0) 2,0466 1,2022 ¢
2,5 2,1397 1,44108
5,0 1,4485 2,1687 A
75 2,0377 0,8335P
10,0 1,5908 1,1231°¢

Médias de teor de antocianinas obtidas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As letras mailsculas representam
diferencgas significativas entre os tratamentos. *N&o houve diferencas significativas.

Os calos submetidos ao meio de cultura com diferentes concentragdes de BAP e 2,4-D
apresentaram textura compacta, enquanto a coloragdo variou com os tratamentos. Em auséncia de 2,4-
D ou em concentragdes mais baixas desse regulador vegetal (2,51M) os calos apresentaram coloragao
rosa intenso uniformemente distribuido em toda massa do calo. Com o aumento das concentragdes de
2,4-D os calos apresentaram coloracdo amarela com algumas regides rosadas. Ndo houve diferencas

significativas para a massa fresca dos calos entre os diferentes tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3: Coloragdo, massa fresca e teor de antocianinas em calos de calos Byrsonima gardneriana A. Juss. obtidos a partir
de segmento foliar cultivados em meio de cultura MS/2 suplementado com diferentes concentracBes de BAP (6-
benzilaminopurina) e 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético). Feira de Santana, 2018.

Tratamento BAP 2,4-D Coloracéo MF* Teor de médio de antocianinas
(M) (pM) (mg/100g)**
T1 0,0 0,0 Rosa 0,5939 16,1364
T2 40 0,0 Rosa 1,4464 11,2504
T3 8,0 0,0 Rosa 1,3362 12,0545
T4 16,0 0,0 Rosa 0,8742 10,6853
T5 32,0 0,0 Rosa 0,3785 10,0260
T6 0,0 2,5 Amarelo + rosa 2,7841 5,8056
T7 4,0 2,5 Rosa 0,6677 23,5440
T8 8,0 2,5 Rosa 0,5152 40,3591
T9 16,0 2,5 Rosa 0,2869 28,9567
T10 32,0 2,5 Rosa 0,3508 27,7190
T11 0,0 50 Amarelo + rosa 1,6336 6,5090
T12 4,0 5,0 Amarelo + rosa 0,4247 13,2067
T13 8,0 5,0 Amarelo + rosa 0,3933 14,5887
T14 16,0 5,0 Amarelo + rosa 0,4478 8,2475
T15 32,0 5,0 Amarelo + rosa 0,6713 7,2425
T16 0,0 10,0 Amarelo + rosa 0,9219 7,5124
T17 4,0 10,0 Amarelo + rosa 0,5178 13,6979
T18 8,0 10,0 Amarelo + rosa 0,3787 13,6683
T19 16,0 10,0 Amarelo + rosa 0,2869 16,4236
T20 32,0 10,0 Amarelo + rosa 0,3131 10,5222
T21 0,0 20,0 Amarelo + rosa 0,4004 12,6575
T22 40 20,0 Amarelo + rosa 0,4176 19,6217
T23 8,0 20,0 Amarelo + rosa 0,3180 58,5118
T24 16,0 20,0 Amarelo + rosa 0,3236 21,6288
T25 32,0 20,0 Marrom 0,3302 28,2043

*A massa fresca ndo apresentou diferencas significativas entre os tratamentos. **Os dados ndo atenderam aos pressupostos
de homogeneidade e normalidade, até mesmo ap6s transformac@es dos dados e aplicacdo de testes ndo paramétricos, ndo
sendo aplicado o teste de medias.

Mesmo ndo sendo detectados efeitos significativos pelo teste de média adotado, pode-se
observar que a presenca do BAP foi um importante estimulador para o biossintese das antocianinas, ja
que na auséncia desse regulador os niveis foram sempre baixos. Ja na auséncia de 2,4-D os melhores
resultados foram obtidos com as maiores concentracdes de BAP (32uM), porém, a interacéo entre 0s
reguladores apresentou efeito positivo e a presenca da auxina 2,4-D mostrou-se eficiente quando
utilizada nas concentracdes de 2,5uM e 20uM. Os calos do tratamento controlem apresentaram uma
producdo média de antocianinas de 16,1364mg/100g, enquanto que os calos submetidos a 8,0uM de
BAP e 20uM de 2,4-D produziram 58,5118 mg/100g, 0 que representa um aumento de 362% na
produgéo do pigmento.

Corroborando esses resultados, um notavel aumento na concentracdo de antocianinas foi
observado em calos de Crataegus sinaica Boiss (Rosaceae) obtidos a partir de caule (0,1580mg/100g,
11,79 vezes maior que o controle) e de folha (0,14801g/100g) quando o meio de cultura continha 2mg
L' de BAP e 1mg L de ANA (MAHARIK et al., 2009). Para esta espécie, a adi¢do de ANA na cultura
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ndo afetou a producdo de antocianinas, até mesmo quando combinado com cinetina, mas esta
relacionada ao aumento da massa do calo.

Dios-Lopez et al. (2011) avaliou diferentes reguladores vegetais na inducdo da producéo de
antocianinas em calos e suspensdo celular obtidos a partir de segmento foliar de trés variedades de
Hibiscus sabdariffa L. (China, Reyna e branca), assim como a massa fresca e seca. A presenca de
cinetina promoveu o crescimento celular, mas ndo influenciou o acimulo de antocianinas, sendo uma
relacdo inversamente proporcional (taxa de crescimento celular X producéao de antocianinas). A auxina
ANA ndo mostrou qualquer efeito sobre a sintese de antocianinas ou de fendlicos totais nas trés
variedades estudadas, enquanto que 2,4-D aumentou entre 60 e 70% o conteldo de compostos fendlicos
nas linhas celulares das variedades China e Reyna.

Pandey et al. (2015) cultivaram calos obtidos a partir de raiz principal e folhas de plantulas de
Daucus carota cultivadas in vitro em meio de cultura MS. O crescimento maximo de calos foi
observado no tratamento em que foi utilizado 3mg L™ de 2,4-D e 0,2mg L cinetina, enquanto
combinacgdes de AIA (&cido 3-indolacético) e cinetina promoveram menor crescimento de calos.
Quanto a producdo de antocianinas, o estudo constatou que a cinetina isoladamente ndo influenciou a
producéo de antocianinas, enquanto que a combinagio de auxina AlA e cinetina (3,0mg L e 0,2mg L
! respectivamente) levou a produgdo maxima do pigmento.

Deste modo, percebe-se que a interacdo entre auxinas e citocininas é essencial para assegurar 0
crescimento e determinar os niveis de metabdlitos secundarios produzidos pelas células cultivadas in
vitro. Contudo, o efeito dos reguladores vegetais deve ser avaliado experimentalmente para cada
espécie (ANANGA et al., 2013). Por essa razdo, nao ha um protocolo especifico para produgdo de
antocianinas in vitro, devido a grande variabilidade de respostas entre diferentes espécies de plantas,
porém ha uma tendéncia geral da combinacdo de citocinina e auxina (MAHARIK et al., 2009).

4 CONSIDERACOES FINAIS

E admissivel a producdo de antocianinas a partir de calos da espécie Byrsonima gardneriana
A. Juss.; a producdo desse pigmento é afetada pelo estagio de desenvolvimento do calos; a selecdo de
linhagens celulares nos calos, a partir da coloragdo, ndo é uma metodologia eficiente para a obtencédo
de linhagens celulares mais produtivas em antocianinas para esta especie; concentracdes de manitol até
5g L sdo eficientes na estimulacdo da producio de antocianinas em calos da espécie; apesar da
tendéncia de maior producéo desse pigmento em calos cultivados na presencga de BAP associado a 2,4-

D, novos estudos devem ser conduzidos buscando-se um melhor entendimento do efeito dos
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reguladores vegetais, assim como de agentes que promovam o estresse osmotico na estimulacdo da

producéo desse pigmento.
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