905

Efeito de diferentes meios nutritivos e fitorreguladores visando a otimizagao da
calogénese de Annona mucosa (Jacq.)
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RESUMO: Annona mucosa é uma arvore frutifera da familia Annonaceae, produtora de
importantes metabdlitos secundarios de interesse medicinal, como lignanas, acetogeninas e
alcaloides. A cultura in vitro de calos representa um importante recurso para a produg¢ao continua
de metabdlitos, viabilizando a conservagao da biodiversidade quimica e a obten¢ao controlada
de material para estudos biolégicos e fitoquimicos. O objetivo deste trabalho foi otimizar a
producdo de calos fridveis de A. mucosa, avaliando o efeito de diferentes meios nutritivos e
fitorreguladores. Segmentos de folha e de hipocétilo de plantulas germinadas in vivo foram
utilizados como explantes e inoculados nos meios de cultura MS, WPM e B5 suplementados com
picloram (2 - 20uM) isolado ou combinado com as citocininas BAP, KIN ou TDZ (0,2 - 1uM). As
culturas foram mantidas a 26+2°C, no escuro, com subcultivos mensais. A producéao de calos foi
avaliada por afericao do peso dos calos, apos 90 dias. Em todos os tratamentos na presenca
da auxina picloram, o cultivo de hipocétilos resultou em maior porcentagem de formacgao de
calos, sobretudo no meio de cultura WPM. A associagdo com TDZ produziu massa calogénica
friavel altamente proliferativa e ausente de oxidagao, alcangando valores superiores aqueles
obtidos em trabalhos prévios com a espécie. Os resultados viabilizam o uso do material em
suspensdes celulares e posterior caracterizagao fitoquimica para a exploragdo da produgao
in vitro de metabdlitos da espécie.

Palavras-chave: Annonaceae, meios de cultivo, planta medicinal, produc¢ao de calos,
reguladores de crescimento vegetal.

ABSTRACT: Effect of different culture media and plant growth regulators for the
optimization of callus induction of Annona mucosa (Jacq.). The Annona mucosa is a fruit
tree of the Annonaceae family that produces a range of secondary metabolites of medicinal
interest, such as lignans, acetogenins and alkaloids. The callus culture represents a renewable
source of valuable medicinal compounds and controlled supply of material for biological and
phytochemical studies. Therefore, this study was carried out to investigate the effects of three
nutrient media, different concentrations of picloram and cytokinin types, in order to optimize
the biomass yield and friability of calluses of A. mucosa. Leaf and hypocotyl segments from
seedlings produced from in vivo seed germination were used as explants, which were inoculated
in MS, WPM and B5 culture media supplemented with picloram (2-20uM) only or in addition to
the cytokinins BAP, KIN or TDZ (0,2 - 1uM ). Cultures were maintained at 26+2°C in the dark,
with monthly subcultures. After 90 days, biomass production was evaluated. In all treatments,
hypocotyl explants provided the highest percentage of callus formation, particularly in WPM.
The association with TDZ produced highly proliferative friable callus, with no oxidation, reaching
higher values than the previous works with this species. The results enable the use of the
calluses produced in cell suspensions and the subsequent phytochemical characterization, in
order to explore the in vitro production of metabolites of the species.

Keywords: Annonaceae, culture medium, medicinal plant, calli production, plant growth
regulators.
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INTRODUGAO

Annona mucosa (Jacq.), anteriormente
chamada pela sua sinonimia Rollinia mucosa
(Jacq.) Bail. (Rainer, 2007), é conhecida
popularmente como biriba e pertence a familia
Annonaceae, possuindo grande valor associado
as suas caracteristicas medicinais e alimenticias
(Lorenzi, 2002).

A familia Annonaceae apresenta diversos
grupos de metabdlitos com atividade medicinal,
destacando-se acetogeninas, lignanas e
alcaloides (Figueiredo et al., 1999; Reyes et al.,
2002). Diversas acetogeninas foram identificadas
e isoladas em A. mucosa (Gu et al., 1997; Chen
et al., 1996b; Shi et al., 1997; Kuo et al., 2001;
Liaw et al. 2003), além de diterpenos (Siebra et
al., 2009), lignanas (Paulo et al. 1991; Chen et
al., 1996a; Figueiredo et al., 1999; Reyes et al.,
2002) e alcaloides isoquinolinicos (Chen et al.,
1996a).

As acetogeninas tém apresentado
respostas positivas em diferentes ensaios
biolégicos in vitro, tais como atividade
leishmanicida e tripanocida (Waechter et
al., 1999), larvicida contra Aedes aegypti
(Dominguez-Martinez et al, 2003), atividade
moduladora da resisténcia bacteriana (Costa et
al., 2008), bactericida e antifungica (Wiart, 2007).
Entretanto, destaca-se o potencial antineoplasico
dessas substancias, sendo promissoras no
tratamento de canceres devido aos efeitos
citotdxicos observados em linhagens tumorais e
carcinomas diversos (Pettit et al., 1988; Shi et
al., 1996; Shi et al., 1997; Gu et al., 1997, Kim
& Park, 2002).

Dentre as técnicas de culturas de tecidos
vegetais, a calogénese resulta no cultivo de
massas celulares, denominadas calos, podendo
representar um sistema de produgdo continua
de substancias bioativas in vitro de maneira
sustentavel (Andrade, 2002). Tal técnica tem
sido amplamente explorada na producao de
metabdlitos de interesse medicinal de espécies
nativas brasileiras (Simdes et al, 2012; Simdes-
Gurgel et al. 2012).

Calos com pouca coeséao celular,
sem constituicdo organogénica (competentes
na producédo de 6rgaos) sdo denominados
como friaveis. Esta condigao pode ser obtida
por estimulos bidticos ou abidticos, sendo a
constituicdo salinica do meio de cultura e o
uso de fitorreguladores fatores cruciais no
estabelecimento e manutengao dessas culturas
(lwase et al. 2013). Os calos friaveis sdo os mais
indicados para o cultivo de células em suspensao,
visando a produgao de metabdlitos secundarios.
Algumas estratégias como o uso de elicitores,

substancias mimetizadoras de estresse, podem
favorecer a producéo de substancias in vitro nas
culturas de calos, em concentragdes superiores
as obtidas em condigdes naturais ou substancias
diferentes as que s&o normalmente sintetizadas
pelo vegetal (Patel & krishnamurthy, 2013).

O estabelecimento da cultura de tecidos
de A. mucosa foi iniciado em nosso laboratério,
com resultados positivos para a micropropagagao
da espécie (Figueiredo et al., 2001). Em relagao
ao cultivo de tecidos nédo organizados, foram
estabelecidas as culturas de calos produtores de
lignanas e de células em suspenséo (Figueiredo
et al., 2000; 2003).

Tendo em vista a importancia dos
metabdlitos presentes na espécie e da modulagao
de sua produgao a partir da calogénese, o objetivo
deste trabalho foi otimizar a producéo de calos
friaveis de A. mucosa, visando ao aumento da
biomassa em relagdo ao protocolo inicialmente
proposto para a espécie.

MATERIAL E METODOS

Material Botanico

Sementes de Annona mucosa (Jacq.)
foram obtidas por doacdo de propriedade
privada localizada na cidade de Ananindeua
(Para, Brasil), estando uma exsicata do material
coletado depositada no Herbario da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, sob registro
HRJ11.478. As sementes foram germinadas in
vivo em sementeiras de isopor, sendo mantidas
em telado a temperatura ambiente (28+2°C) e
luminosidade natural (Figueiredo et al., 1999).
Dois meses ap6s a germinagdo, as plantulas
obtidas foram utilizadas como fonte de explantes
para o cultivo in vitro (Albarello et al., 2002). As
plantulas foram descontaminadas com NaOCI
a 2% por 20 minutos (hipocdtilos) ou 1% por
15 minutos (folhas) acrescidos de 0,05% de
Tween 809, conforme procedimento proposto por
Figueiredo e colaboradores (2001).

Meios nutritivos e condi¢des de cultivo

Os explantes hipocotiledonares (0,5

cm de comprimento) e foliares (0,8 - 1,0 cm?)
foram respectivamente inoculados em posicéo
vertical e horizontal. Os explantes foliares
foram colocados com a face abaxial em contato
com o meio de cultura. Foram utilizadas trés
diferentes formulagbes de meios basicos para
cultivo vegetal in vitro visando a inducdo de
calos friaveis: MS (Murashige & Skoog, 1962) e
WPM (Lloyd & McCown, 1980) suplementados
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com 30g.L'" de sacarose e B5 (Gamborg et al.,
1968), suplementado com 20g.L* de sacarose.
O fitorregulador principal para todos os meios
de cultura foi o picloram (acido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico) nas concentragdes de 2, 4, 10
ou 20uM. O uso da auxina picloram foi avaliado
em associagdao com as citocininas cinetina
(KIN), benzilaminopurina (BAP) ou tidiazuron
(TDZ), na proporgao de 10% da concentracao
de picloram. Todos os meios foram solidificados
com 8g.L-" de agar, com pH dos ajustado em 5,8
e a esterilizagao ocorreu a 121°C por 15 minutos.

Foram utilizados 20 explantes por
tratamento hormonal, inoculados em frascos
de vidro (43x45 mm) vedados com tampas de
polipropileno. As culturas foram mantidas em
camara de crescimento a 26+2°C, no escuro. A
cada 30 dias, o material foi subcultivado em meio
de cultura com a mesma composicao e transferido
para frascos maiores (65x85 mm). Apés 90 dias de
cultivo, os calos formados foram avaliados quanto
a biomassa, por afericdo dos pesos de matéria
fresca e seca (40°C/24h).

Anadlise estatistica
Os resultados relacionados aos
experimentos de cultivo in vitro foram submetidos
a andlise de variancia de dados (ANOVA), em
delineamento completamente casualizado. A
diferenca estatistica para os tratamentos entre
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meios de cultura e concentracdes de picloram foi
indicada pelo teste de Tukey, ao passo que a adigao
de diferentes citocininas ao melhor tratamento
obtido com picloram foi avaliada pelo teste de
Dunnett, ambos ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Indugédo de calogénese

Em todos os tratamentos utilizados,
os explantes hipocotiledonares produziram
massas calogénicas pouco friaveis, onde eram
observados grupos de aglomerados compactos
de células com coloragédo variando de bege a
marrom claro. Os explantes foliares, em sua
maioria, ndo sofreram completa desdiferenciagéo
de seus tecidos, apresentando ao final do
terceiro més de cultivo um aspecto de formacéao
calogénica incompleta, sendo observada pouca
massa sobre a nervura mediana dos explantes.

Dentre os explantes testados, os
hipocétilos propiciaram as maiores medias de
massa calogénica, tanto em relagdo a massa
fresca quanto a seca, em comparagédo aos
resultados obtidos com explantes foliares (Tabela
1). Os maiores valores de peso seco de calos
provenientes de explantes hipocotiledonares
(0,189g) foram obtidos em meio WPM
suplementado com a menor concentragao de

TABELA 1. Producéo de massa calogénica (g) a partir de explantes hipocotiledonares e foliares de A. mucosa
apos 90 dias de cultivo, em diferentes meios basicos de cultura e concentragdes da auxina picloram.

Tipo de explante

Meio de  Picloram Hipocétilo Folha
cultura (M) Peso fresco Peso seco Peso fresco Peso seco
0 - - - -
2 3,628 + 1,515* 0,151 + 0,042* 0,116 + 0,089 0,031 +0,019
MS 4 2,445 + 0,554 0,141 +0,027* 0,739+ 0,873 0,076 + 0,064*
10 1,388 + 0,594 0,096 + 0,035 2,267 +0,774* 0,114 + 0,025*
20 1,635 + 0,930 0,174 + 0,038* 1,949 + 0,879* 0,113 £ 0,047*
0 - - - -
2 1,625 + 0,562 0,090 + 0,028 0,394 + 0,443 0,062 + 0,042*
B5 4 2,652 + 0,836* 0,100 + 0,031 1,426 + 0,916* 0,142 + 0,062*
10 2,042 + 0,994 0,088 + 0,032 1,137 £ 1,208 0,069 + 0,036*
20 1,867 + 0,607 0,086 + 0,019 0,533 + 0,481 0,048 + 0,044
0 - - - -
2 3,262 + 0,898* 0,189 £ 0,111* 0,444 + 0,381 0,093 £ 0,040*
WPM 4 3,579 +1,157* 0,165 + 0,055* 0,284 + 0,204 0,084 + 0,026*
10 3,299 + 0,853* 0,165 + 0,040* 0,344 + 0,300 0,075 + 0,028*
20 3,380 + 0,728* 0,156 + 0,037* 0,355 + 0,392 0,083 +0,051*

Os dados representam os pesos médios dos calos * desvio padréo.

(-) Auséncia da formacéo de calos

(*) Em cada tratamento, dados de mesma coluna nao diferem estatisticamente (Tukey 0,05).
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picloram (2 pM), enquanto os calos provenientes
de explantes foliares apresentaram maiores
valores de peso seco (0,142g) em meio B5
suplementado com 4 uMde picloram (Tabela 1).

Em relagcéo a formulag&o nutritiva, o meio
WPM resultou em maior crescimento dos calos
a partir de explantes hipocotiledonares, tanto em
peso fresco quanto seco, com médias de 3,3803g
e 0,1692g, respectivamente. Para os explantes
foliares, a composigdo que propiciou maior peso
fresco foi a do meio MS, com média de 1,2683g,
enquanto para o peso seco, o melhor resultado foi
obtido com o uso do meio WPM, atingindo o valor
médio de 0,0841g (Figura 1).

Em estudo anterior visando a calogénese
de A. mucosa, a auxina picloram mostrou-se mais
eficiente na producao de calos em comparagéo a
outras auxinas, como ANAe 2,4-D (Figueiredo et al.,
2000) e outros fitorreguladores (Figueiredo et al.,
2003). No presente trabalho, explantes submetidos a
tratamentos sem este fitorregulador ndo produziram
calos (Tabela 1). O picloram atua na modificagéo da
parede celular vegetal de modo direto, na sintese
ou degradacdo de componentes, ou de maneira
indireta, induzindo a diferenciagédo e proliferagédo
celular (Alayén-Luaces et al., 2012). Esta auxina
tem se mostrado eficiente para a manutengéo do
crescimento de calos e estabelecimento de culturas
de células em suspensao em varias espécies, em
concentragdes menores que outras auxinas (George
et al., 2008; Ling et al., 2008).

O meio de cultura basico WPM possui
uma formulacdo especialmente desenvolvida
para o cultivo de espécies lenhosas, sendo
normalmente utilizado como alternativa ao meio
MS, por possuir composi¢ao salinica mais diluida
em macronutrientes e maior disponibilidade de
vitaminas. (Assis & Teixeira, 1998; Grattapaglia &
Machado, 1998).

Peso fresco

E3 Folha

Massa calogénica (g)

MS WPM BS

Hipocdtilo

Considerando que o uso de WPM
resultou nas melhores respostas com a menor
concentracao de picloram, este meio foi selecionado
para a otimizagcdo do protocolo de calogénese,
primeiramente proposto por Figueiredo e
colaboradores (2000). Os resultados obtidos para os
calos provenientes de explantes hipocotiledonares
em meio WPM atingiram valores proximos ao dobro
do peso de matéria fresca obtida em meio MS por
aqueles autores, exigindo menor suplementacao
de picloram.

Associacao de diferentes citocininas no
processo calogénico

Os melhores tratamentos em relagéo
ao meio nutritivo e concentragdo de picloram,
quando associados a diferentes citocininas foram
satisfatorios na promogao da completa friabilidade
de calos em explantes hipocotiledonares (Tabela
2). O tratamento que gerou melhores resultados
para hipocétilos foi aquele em que o meio WPM foi
suplementado com 2uM de picloram e 0,02uM de
TDZ, resultando em peso seco médio de 0,159g, ndo
diferindo estatisticamente do tratamento na auséncia
da citocinina. Para os explantes foliares, a melhor
resposta foi obtida em meio MS suplementado com
10uMde picloram e 0,1uM de KIN, com peso seco
médio de 0,164g.

A maior friabilidade foi obtida em calos
cultivados em meio contendo picloram e cinetina
ou TDZ, a partir de explantes hipocotiledonares.
Além da alta taxa proliferativa e friabilidade, os calos
obtidos em associagéo ao TDZ n&o apresentaram
oxidacao, resposta apresentada em todos os
demais tratamentos. Fragbes de cerca de 1g de
calos cultivados em associagao a cinetina ou TDZ
(Figura 2), puderam ser utilizadas para subcultivo
e amplificagéo da cultura.

A aplicacdo de citocininas exdgenas as
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FIGURA 1. Valores médios da producéo de massa calogénica total (g) em explantes hipocotiledonares e foliares

de R. mucosa cultivados em diferentes meios nutritivos.
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TABELA 2. Producao de calos a partir de explantes hipocotiledonares e foliares de A. mucosa em meios nutritivos

contendo picloram, suplementados ou ndo com citocininas.

Explante Meio de Cultura Basico + picloram Citocininas Peso seco (g)
0 0,189 + 0,111*
s 0,02uM KIN 0,155+0,047*
Hipocatilo WPM +2 uM 0,02uM BAP 0,082+0,058*
0,02uM TDZ 0,159+0,047*
0 0,114 £ 0,025*
0,17uM KIN 0,164+0,065*
Folha MS +10uM 0,1uM BAP 0,03+0,012
0,17uM TDZ 0,038+0,011

(*) Para cada explante, valores em mesma coluna nao diferem significativamente ao tratamento sem citocinina (Dunnett 0,05).

culturas pode aumentar o conteudo enddgeno
de diferentes tipos de citocininas, elevando a
taxa proliferativa. Altas concentragdes de KIN
exogena em culturas de calos, apds trés meses
de cultivo, podem aumentar o conteudo total de
citocininas endégenas (Pintos et al., 2002). O
TDZ pode atuar na proliferagédo de calos de duas
maneiras: com efeito de citocinina, na proliferagao
de diferenciacdo celular ou com agao similar
a auxina, atuando na indugdo da competéncia
embriogénica (Singh et al., 2003). Apesar de potente
indutor de embriogénese somatica quando utilizado
isoladamente, o TDZ pode atuar como potente
elicitor na produgao de etileno enddégeno, o que
pode estimular o aumento de calos e a proliferagao
celular (Feng et al., 2012).

A oxidagéo dos explantes e culturas, bem
como a baixa resposta morfogénica in vitro sao
as principais dificuldades no estabelecimento de
protocolos eficientes para cultura de tecidos de
espécies arboreas. Tais problemas foram verificados
no cultivo in vitro da espécie A. mucosa, pois
estudos anteriores indicaram a necessidade de pré-
tratamentos ou adicdo de substancias antioxidantes
ou adsorventes ao meio de cultura para reduzir o

{ \ ~

FIGURA 2 - Calos de origem hipocotiledonar cultivados em meio WPM suplementado com Picloram (2uM) e
citocininas (0,02uM), apds 12 meses de cultivo e subcultivos mensais. A— associagdo com TDZ; B — associagao
com KIN. Barras =2 cm.

processo oxidativo, que leva a inviabilidade dos
explantes (Figueiredo et al., 1999). Deste modo,
a producao de calos ausentes de oxidacdo e com
alta taxa proliferativa demonstra a eficiéncia do
protocolo desenvolvido no presente trabalho, o que
pode contribuir para a exploragao de outros sistemas
biotecnolégicos e a investigacao fitoquimica do
material obtido.

CONCLUSAO

A associacao entre picloram e TDZ, em
meio nutritivo WPM, constituiu o melhor protocolo
para obtencao de calos friaveis, ausentes de
oxidagao, nas culturas provenientes de hipocdtilos
de A. mucosa. A possibilidade de manutencao
das culturas em longo prazo, bem como a sua
amplificacdo, tornam o protocolo promissor no
avanco de estudos biotecnoldgicos e na exploragao
do potencial fitoquimico e medicinal da espécie.
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