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RESUM O — (Produgéo de frutanos em calos e pléntulas clonadasin vitro de Viguiera discolor Baker (Asteraceae)). Viguiera discolor
Baker é uma espécie nativa do cerrado, cuja sobrevivéncia esta ameacada pela invasdo de espécies exdticas. Considerando sua elevada
producdo e a vasta aplicacdo de frutanos, o presente trabalho foi conduzido visando a obtencdo in vitro dessa espécie e a prospeccéo
desses carboidratos nessas condi¢des. Sementes foram germinadasin vitro, em meio MS modificado, e apds cinco semanas de incubagéo,
nés caulinares foram isolados e incubados no mesmo meio adicionado de 0,5 mg L de ANA, regenerando plantas uniformes, raizesndo
espessadas, raizes tuberosas e estruturas semelhantes a calo (calo tipol), formadas na regido caulinar basal. Andlise desse material
evidenciou a presenca de frutanos do tipo inulina nas raizes tuberosas e nos calos tipo 1. Na presenca de 2,4-D obteve-se a formagéo de
calosfridveis (calo tipo 2), nos quais também foram detectados frutanos e suas enzimas de sintese sacarose: sacarose 1-frutosiltransferase
(SST) e frutano: frutano 1-frutosiltransferase (FFT). Embora em concentragdes menores as observadas nas plantas cultivadas sob
condicOes naturais, o material produzido in vitro apresentou frutanos do mesmo tipo e razdo SST/FFT menor do que um. Em meio de
cultura sem horménios, foi verificada a regeneracéo de 50% de plantas a partir dos nos caulinares. A propagacéo de V. discolor in vitro
pode viabilizar a multiplicagdo e a preservacdo da espécie, bem como a produgdo de frutanos nessas condi¢des.

Palavras-chave: cerrado, inulina, carboidratos de reserva, raizes tuberosas

ABSTRACT — (Fructan production in callusand in vitro cloned seedlings of Viguiera discolor Baker (Asteraceae)). Viguiera discolor
Baker is a herbaceous species, native to cerrado and its survival has been threatened by the invasion of exotic species. Considering its high
production and the wide application of fructans, the present work has aimed to establish in vitro culture of this speciesand to investigate
the presence of fructans under these conditions. Seeds were germinated in vitro on modified MS medium and after plant growth, stem
nodes were isolated and incubated on the previous culture medium, supplemented with 0.5 mg L'* NAA, which alowed the production
of uniform plants, and formation of non thickened roots, tuberous roots and callus-like structures (callus type 1). Analysis of these
materials showed the presence of inulin-type fructans. Incubation of stem nodes in the presence of 2,4-D induced growth of friable callus
(callus type 2), in which fructans and their synthesis enzymes sucrose: sucrose 1-fructosyltransferase (SST) and fructan: fructan
1-fructosyltransferase (FFT) were detected. Although in lower concentrations, the ratio SST/FFT activities and their fructans were
similar to values found in plants cultivated under natural conditions. Stem nodes incubation on hormone-free medium resulted in
regeneration of 50% plantlets. Invitro propagation, of V. discolor, may alow large-scale multiplication and conservation of this species,
as well as fructan production under this condition.

Key words: cerrado, inulin, reserve carbohydrates, tuberous roots

1993), podendo-se citar como exemplos ricos em
frutanos o trigo, a cebola, o alho-porrd, a alcachofra, a
aface, a bardana e o aspargo (Van Loo et al. 1995).
Estudos recentes tém revelado interesse crescente no

I ntroducéo

Osfrutanos séo constituidos por cadeias de frutose
ligadas a uma molécula de sacarose terminal.

Representam um dos grupos de carboidratos mais
amplamente distribuidos entre as plantas superiores,
sendo encontrados em mono- e dicotileddneas,
principal mente nas ordens mais evol uidas, como Poales
e Asterales (Lewis 1984; Sullieman et al. 1979; Meier
& Reid 1982). Muitas dessas plantas tém sido utilizadas
ha séculos para fins alimentares ou medicinais (Fuchs

uso de frutanos na alimentac&o, sendo recomendado o
consumo diario de 1 a 4 gramas de inulina (um dos
frutanos mais comuns) por pessoa, ha dieta norte-
americana (Mosh Fegh et al. 1999).

Os frutanos de cadeias curtas séo conhecidos
como frutoligossacarideos (FOS), sendo obtidos a partir
da hidrdlise de frutanos de cadeias longas ou por meio
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de sua sintese, tendo como substrato a sacarose e
enzimas comerciais produzidas por microrganismos. Por
suavez, os frutanos de cadeias |longas dasérie dainulina
sdo de dificil obtencdo, existindo poucas espécies
vegetais capazes de sintetiza-los, paralelamente a um
control e restrito da acéo de enzimas hidroliticas durante
0S processos de armazenamento nos 6rgaos de reserva
(De Roover et al. 1999).

Dentre as propriedades nutricionais e bioldgicas
dos FOS, podem-se citar o efeito de fibra dietética, a
estimulacdo seletiva do crescimento de bifidobactérias
no colon, a modulacéo do metabolismo de lipideos, a
diminuicdo da pressdo sanguinea e da glicemia e o
aumento na fixacdo de minerais, principalmente cllcio
(Hidaka et al. 1986; Modler et al. 1990; Yamasaki &
Matstumoto 1993; Van den Heuvel et al. 1999). Por
outro lado, a inulina com ato grau de polimerizacéo
(GP2 25), cuja fermentacdo é mais lenta, tem se
evidenciado como inibidor de carcinogénese,
especialmente no caso de tumores quimicamente
induzidos e frequentes na regido distal do célon
(Rowland et al. 1998).

Viguiera discolor Baker (Asteraceae) € uma
espécie herbacea, perene e nativado cerrado brasileiro,
cuja sobrevivéncia esta ameacada pela crescente
invasdo de plantas exoéticas, especialmente as
gramineas africanas. Em Viguiera discolor foram
identificados frutanos de cadeias longas com GP de
até 170, os quais sao acumulados nas raizes tuberosas,
onde podem representar até 80% da massa seca
(Isgjima & Figueiredo-Ribeiro 1993).

A micropropagacdo de plantas representa uma
dternativa para a producdo comercial de espécies de
interesse econdmico, entre as quais as medicinais com
valor farmacol 6gico reconhecido. Embora essatécnica
tenha como desvantagem o custo elevado, o valor
comercia de um produto final selecionado e uniforme,
aém da possibilidade de producéo em larga escala de
plantas livres de doencas, justificam a sua utilizacdo
(Chu & Kurtz 1990).

A cultura de tecidos também tem sido apontada
como valioso instrumento para o estudo dos
metabolismos primario e secundério, constituindo um
sistema apropriado para a producdo de compostos
importantes, dentre esses os carboidratos solUveis e
suas enzimas associadas (Figueiredo-Ribeiro et al.
1992). Contudo, a presenca de frutanos em tecidos
vegetais produzidosin vitro tem sido reportadadeforma
muito esparsa naliteratura (Abou-Mandour et al. 1987;
Hale et al. 1987; Haab et al. 1991; Mercier et al.
1992; Vieira et al. 1995; Sims et al. 2000).

Considerando a elevada producéo de frutanos de
cadeias longas em Viguiera discolor e a vasta
aplicacdo industrial desses carboidratos, além da
existéncia de lacunas no conhecimento do metabolismo
enzimético desses polimeros, o presente trabalho foi
conduzido visando ao estabelecimento in vitro dessa
espécie e a prospeccdo de frutanos nos tecidos
produzidos sob essas condic¢des. Além disso, aproducéo
de calosfoi induzidano intuito de se verificar apresenca
desses polimeros e das enzimas do seu metabolismo.

Material e métodos

Material vegetal — Aquénios de Viguiera discolor
Baker foram colhidos em abril/1999, a partir de
plantas cultivadas em canteiros de propagacéo da
Secdo de Fisiologia e Bioguimica de Plantas do
Instituto de Boténica de S&o Paulo. Os aguénios foram
imersos em uma solucdo de hipoclorito de sodio
comercial 100% com teor de cloro a2,5%, adicionada
de algumas gotas de detergente doméstico, durante
50 min, sob agitagcdo. Em seguida, sob condicbes de
camara asséptica, foram lavados trés vezes com agua
destilada autoclavada e, apOs a retirada de seu
envoltoério externo, foram transferidos para frascos
Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo
50 mL do meio de cultura MS (Murashige & Skoog
1962), modificado pela diluicdo dos macronutrientes
a metade, adicionado de 20 g.L! de sacarose e
geleificado com 6 g.L de Phytagel.

ApGs cinco semanas da germinacéo, 0s nés
caulinares foram isolados e cultivados no meio de
cultura acima descrito para a regeneracéo de plantas,
e suplementado com 0,5 mg.L* de &cido naftaleno-
acético (ANA) ou 3 mg.L! de &cido 2,4-diclorofe-
noxiacético (2,4-D), visando aformacao de raizes ndo
espessadas, raizes tuberosas e cal 0s. Ostecidos obtidos
in vitro foram isolados e submetidos as analises
quantitativas e qualitativas de frutanos, assim como
guanto a presenca das enzimas do metabolismo desses
carboidratos. Os experimentos foram repetidos duas
vezes de formaindependente, sendo obtidos resultados
similares.

Extracdo e andlise de frutanos— A extragdo de frutanos
foi realizada segundo méodo descrito por Pollock &
Jones (1979). ApGs quatro meses de cultivo em meios
adicionados de horménios, as amostras foram
segmentadas e imediatamente fervidas em etanol 80%,
por 5 min a 80 °C, para inativagdo das enzimas. A
seguir, foram homogeneizadas e centrifugadas a



Actabot. bras. 19(3): 579-586. 2005.

700 rpm, por 15 min, a temperatura ambiente. Os
residuos precipitados foram re-extraidos com etanol
80% e centrifugados como descrito acima. A seguir,
os residuos foram novamente extraidos com agua
destilada, por 30 min a 60 °C e filtrados a vacuo. Os
sobrenadantes das trés extracdes foram reunidos,
concentrados em rotoevaporador até pequeno volume
e retomados em &gua destilada, constituindo a fragéo
denominada extrato total de carboidratos soluveis. O
teor de frutose total, na forma livre e combinada, foi
determinado colorimetricamente pelo método de
antrona modificado, conforme descrito por Jermyn
(1956), sendo as dosagens realizadas em triplicata,
utilizando-se inulina de Helianthus tuberosus L.
(Sigma), como padréo.

Os extratos de carboidratos soluveis foram
purificados em colunas de troca ibnica utilizando-se
resinas Dowex na forma catiénica (50x8 - 200) e
anidnica (1x8 - 200). Apos aplicacdo de um pegqueno
volume de amostra no topo da coluna, a mesma foi
eluida com 20 volumes de &gua destilada. A seguir, os
eluatos foram neutralizados com hidréoxido de aménio
e concentrados até a secura, sendo retomados em
pequeno volume de 4gua deionizada. As amostras
destinadas a analise por cromatografia de troca
anibnica de alto desempenho (HPAEC) foram
retomadas de forma a se obter uma concentracdo de
4 mg.mL"! para andlise em coluna CarboPac PA-100,
e 200 pg.mL - para analise em coluna CarboPac PA-1.
A seguir, foram filtradas em membrana de néilon
especifica para cromatografia liquida de alto
desempenho, com 0,45 pum de malha.

Os acUcares foram analisados pelo sistema
cromatografico da Dionex (modelo DX-300) em
colunas CarboPac PA-1 para oligossacarideos ou
CarboPac PA-100 para polissacarideos, conforme
programas previamente estabelecidos (Shiomi 1993).
Para a eluicdo dos carboidratos, utilizou-se um
gradiente de mistura do eluente B (500 mM de acetato
de sbdio em 150 mM de NaOH) ao eluente A (150 mM
de NaOH), com fluxo de 1 mL.min%, por meio da
seguinte programacado: Sistemal (para PA-1): 0-1 min,
25mM; 1-2 min, 25-50 mM; 2-14 min, 50-500 mM;
14-22 min, 500 mM; 22-30 min, 25 mM; Sistema ||
(para PA-100): 0-2 min, 25-50 mM; 2-8 min,
50-350 mM; 8-28 min, 350-500; 28-30 min, 25 mM.
Os carboidratos foram detectados por pulso ampero-
métrico (PAD), sendo os potenciais aplicados E1
(540 ms), E2 (100 ms) e E3 (50 ms) de 0,05, 0,60, e
-0,60, respectivamente, com nivel de sensihilizacdo de
1000 nA.
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Extracdo enzimatica e ensaios de atividade — Imedia
tamente apds sua retirada do meio de cultura, os calos
induzidos na presenca de 2,4-D foram lavados em agua
destilada, cortados e homogenei zados (homogenei zador
portétil Blend Master Jr - Hamilton Beach) em tamp&o
citrato-fosfato pH 5,5, contendo b-mercaptoetanol
2 mM, acido ascorbico 5 mM e azida sodica 0,02%,
naproporcao de 1:1 (p/v). O homogenei zado foi filtrado
em néilon e o sobrenadante foi levado a 20% de
saturacdo com sulfato de aménio, sendo agitado
suavemente por 1 h e precipitado por mais1h, a5°C.
O material foi entdo submetido a centrifugacédo a
10.000 g, por 20 min, e o precipitado descartado. O
sobrenadante foi novamente precipitado com sulfato
de aménio com 70% de saturacéo e processado de
maneira idéntica a descrita acima, sendo entdo
retomado na propor¢éo de 1 mL para 10 g de peso
fresco inicial no tampado de extracdo. Os extratos
foram dessalinizados em BioGel P6 DG equilibrado
em tampao citrato-fosfato 50 mM pH 5,5.

As proteinas foram quantificadas conforme
método de Bradford (1976), sendo a albumina de soro
bovino utilizada como padréo. A atividade enzimética
foi medida a partir da incubacdo do extrato enziméatico
com sacarose (800 mM) para a medida de atividade
da sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST, EC
2.4.1.99) e com 1-cestose (800 mM) para a medida de
atividade da frutano:frutano 1-frutosiltransferase
(1-FFT, EC 2.4.1.100), ambos naproporcéo de 1:8. Os
ensaios foram realizados em pH 5,5, a 30 °C e tempo
de incubacdo de 24 h, conforme determinando
previamente (Itaya et al. 1997). Os produtos das
reacfes enzimaticas de 1-SST e 1-FFT foram
analisados por HPAEC/PAD, sendo a atividade
calculada com base nas éareas dos picos das amostras,
comparativamente as de padrdes auténticos.

Resultados e discussao

A germinacdo in vitro dos aquénios de Viguiera
discolor, cujos envoltérios externos foram retirados,
atingiu cerca de 80% de sucesso, apos sete dias da
transferéncia para o meio de cultura. As plantulas
apresentaram crescimento relativamente rapido e
intenso, com a formacdo de caules delgados e folhas
bastante sensiveis a desidratacdo. Por sua vez, a
producdo de plantas clonadas, a partir de explantes
nodais cultivados em meio de cultura livre de
horménios, apresentou menor percentagem de éxito,
tendo sido verificada percentagem de regeneracéo de
50%.
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A presenca de ANA no meio de cultura resultou
na formag&o de plantas uniformes e no desenvolvi-
mento de raizes ndo espessadas, raizes tuberosas e
estruturas naregido basal do caule, semelhantes acalos
enrijecidos, denominadas calo tipo 1 (Fig. 1). Uma
formacdo de calos friaveis (calo tipo 2) foi obtida
gquando os nés caulinares foram incubados em meio
de cultura adicionado de 2,4-D. Experimentos
anteriores indicaram que a adicdo de acido indolil-
acético (AlA) ou 6-benzilamino-purina (BAP) ao meio
de cultura ndo foi favorével ao desenvolvimento das
plantas, resultando na oxidagdo do materia vegetal ou
acumulo excessivo de agua (dados ndo apresentados).

A andlise dos carboidratos sollveis por HPAEC/
PAD revelou a presenca de glucose, frutose, sacarose
efrutanos da série homéloga dainulinatanto nos calos,
guanto nas raizes ndo espessadas e raizes tuberosas
cultivadas in vitro, na presenca de ANA (Fig. 2).
Entretanto, foram observadas variacdes nas proporcdes
de monossacarideos e dos diferentes membros

Raiz
tuberosa

Calo
basal

Figura 1. Aspecto geral das plantulas de Viguiera discolor Baker
clonadas a partir de explante nodal, destacando-se aformagéo de
raizes tuberosas e de um calo (calo tipo 1) naregido basal do caule
(barra= 0,6 cm).
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Figura 2. Andise por HPAEC/PAD em coluna CarboPac PA-100 dos oligofrutanos obtidos de raiz ndo espessada, raiz tuberosa e cdo tipo 1 de
Viguiera discolor Baker cultivadosin vitro em meio de culturaadicionado de ANA. G, F, S, 1C eN referem-se aos tempos de el ui¢do dos padrdes
de glucose, frutose, sacarose, 1-cestose e nistose, repectivamente. Os demais picos foram identificados por comparacdo com o tempo de uicéo
dos dligofrutanos de tubérculos de Helianthus tuberosus L. Os valores numéricos referem-se a0 grau de polimerizaggo (GP) do frutano.



Actabot. bras. 19(3): 579-586. 2005.

componentes dasérie homologadainulina. Além disso,
as andlises qualitativas dos carboidratos sollveis
extraidos das raizes ndo espessadas e dos calos de
V. discolor evidenciaram perfis cromatogréficos
semelhantes entre si, porém distintos daquel es obtidos
nas raizes tuberosas, cujos teores de glucose e frutose
foram menores (Fig. 2). Por sua vez, os caos do tipo
2, obtidos na presenca de 2,4-D, apresentaram 0s
teores mais elevados de glucose e frutose (Fig. 3B).
Nos extratos de raizes tuberosas cultivadas in
vitro na presenca de ANA ou em plantas mantidas
sob condicbes de cerrado, todos os membros da série
homdloga da inulina estavam presentes, quando
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Figura 3. Perfis dos carboidratos solUveis extraidos de raizes
tuberosas coletadas na natureza (A) e de calos tipo 2, originados
apartir do cultivo de nos caulinares de Viguiera discolor Baker
em meio de cultura adicionado de 2,4-D (B), obtidos por andlise
por HPAEC/PAD em coluna CarboPac PA-1. G,F,S, 1C e N
referem-se aos tempos de elui¢éo dos padrfes de glucose, frutose,
sacarose, 1-cestose e nistose, respectivamente. Os demais picos
foram identificados por comparaco com o tempo de eluicdo dos
oligofrutanos de tubércul os de Helianthus tuberosus L. Osvalores
numéricos referem-se ao GP do frutano.
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analisados por HPLC em coluna CarboPac PA-1
(dados néo apresentados). As raizes tuberosas, por sua
vez, apresentaram concentracfes discretamente
maiores de nistose (Fig. 2; Fig. 3A) e uma
concentracdo de até 3,5 vezes maior de frutanos,
guando comparadas aos calostipo 1 (Tab. 1). Contudo,
0 teor obtido in vitro foi cerca de sete vezes inferior
ao observado nos mesmos tecidos de plantas crescidas
em condicBes naturais do cerrado (Itaya et al. 1997).
Resultados semel hantes foram observados em plantas
micropropagadas de outra espécie herbacea nativa do

Tabela 1. Contelido de frutanos (mg.g* massa fresca) em plantas
de Viguieradiscolor Baker cultivadasin vitro.

Tecidos andlisados Frutanos (mg.gt)

Raiz ndo espessada 10,25
Raiz tuberosa 1345
Cdo (tipo 1) 382

cerrado, Gomphrena macrocephala St.-Hil. (paratudo-
do-campo), as quais também acumularam frutanos
iguais aos encontrados em plantas crescidas em
condicBes naturais, porém em concentracfesinferiores
(Moreira et al. 1999). Comparativamente aos
compostos extraidos das raizes tuberosas crescidas em
meios adicionados de ANA (Fig. 2), a quantidade de
frutose na forma livre e combinada encontrada nas
estruturas semelhantes a calos foi cerca de 60 vezes
menor (dados ndo apresentados).

Os nos caulinares de V. discolor que, sob
condi¢des naturais ndo acumulam frutanos, originaram
calos capazes de sintetizar esses carboidratos quando
cultivados em meio de cultura contendo nutrientes
minerais, sacarose e auxinas. Resultados semelhantes
foram obtidos por Vieira et al. (1995), trabalhando in
vivo com Gomphrena macrocephala espécie que
acumula frutano do tipo fleano nas raizes tuberosas.
Por sua vez, calos de Symphytum officinale L.
(confrei), obtidos apartir defolhas e peciol os cultivados
na presenca de 2,4-D, também produziram frutanos,
preservando esta capacidade nas plantas regeneradas
posteriormente (Abou-Mandour et al. 1987).

As atividades das enzimas de sintese de frutanos
(SST e FFT) foram detectadas nas raizes tuberosas
(dados ndo apresentados) e nos extratos enzimaticos
dos calos tipo 2 de V. discolor (Fig. 4). De forma
semelhante a encontrada para as raizes tuberosas de
plantas cultivadas in vivo (Itaya et al. 1997), a raz&o
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Figura 4. Analise por HPAEC/PAD em coluna CarboPac PA-1 dos produtos formados pela incubacdo de extratos enziméticos de calos
tipo 2 de Viguiera discolor Baker com sacarose (A e B) e com 1-cestose (C e D). A concentragdo final do substrato foi 200 mM; A eC
referem-se ao tempo zero das respectivas incubagfes. G, F, S, 1C e N referem-se aos tempos de elui¢o de glucose, frutose, sacarose,

1-cestose e nistose, respectivamente.

SST/FFT nos extratos enzimaticos desses calos
apresentou valor inferior a 1 (Tab. 2). Segundo Itaya
et al. (2002), proporgdes diferentes entre as atividades
de SST e FFT nas espécies de asteraceas
acumuladoras de inulina seriam determinantes da
producéo de frutanos com diferentes comprimentos
de cadeia. Assim, os resultados obtidos no presente
trabalho corroboram as relagfes ja encontradas entre
as enzimas do metabolismo de frutanos para plantas
de V. discolor cultivadas em condigdes naturais, bem
como para outras espécies de Asteraceae (Itaya et al.

2002), sugerindo que o metabolismo enzimético de
frutanos é preservado em células menos diferenciadas.
Contudo, a participagdo de reguladores de crescimento,
entre outros fatores, pode ser crucial na expressdo das
atividades das enzimas de sintese dos frutanos.

O cultivo in vitro bem sucedido de plantas e calos
de V. discolor sugere ser esta uma aternativa viavel
para a obtencdo de material vegetal em quantidade
suficiente para fins de purificacdo das enzimas de
sintese de frutanos. Embora os extratos enziméticos
dos calos tenham apresentado atividades de 1-SST e

Tabela2. Atividades das enzimas 1-SST e 1-FFT em extratos de raizes tuberosas deViguiera discolor Baker cultivadasin vivo eem calos
produzidos a partir de explantes de nos caulinares cultivados in vitro.

Tecido andisado 1-SST 1-FFT Proporcéo de atividade
(ug.mg? de prot. ht) (Mg.mg? de prot. ht) (1-SST/1-FFT)

Raiz tuberosa 1290,00 1970,00 0,65

Cdo 197,00 993,55 0,20
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1-FFT deformaconsistente, as andlises de carboidratos
por HPAEC/PAD ndo evidenciaram a presenca de
uma série completa da inulina, como observada em
outras raizes tuberosas sob condi¢cdes naturais e in
vitro. De acordo com Isgiima & Figueiredo-Ribeiro
(1993), a presenca da série homologa completa da
inulina em V. discolor é dependente do estado
fenolégico da planta, sendo, portanto, modulada por
fatores ambientais. O conhecimento dos efeitos da
composicdo do meio de cultura sobre a sintese e a
atividade das enzimas do metabolismo de frutanos in
vitro requer estudos mais aprofundados.

A obtencéo in vitro de plantas clonadas de
V. discolor, especialmente a partir da cultura de nés
caulinares, sugere a utilizagdo desta técnica para fins
de multiplicacéo rdpida e preservacao da espécie.
Entretanto, estudos complementares sdo necessarios
para aclimatacéo eficiente das plantul as produzidas em
laboratério, devido a sua sensibilidade nas etapas
subseguientes a transferéncia para condicdes ex vitro.
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