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Resumo: Apesar de a producdo de compostos fendlicos in vitro ser associada a inibicdo da
morfogénese, em estudos preliminares foi observado que a formacéo destes compostos em explantes
de segmentos de bulbos de Hippeastrum aulicum antecedeu o processo organogénico. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi identificar a composicdo de acidos fendlicos presentes nos explantes de
segmentos de bulbos de H. aulicum para verificar a relacdo destes compostos com as respostas
observadas in vitro. Foram analisados qualitativamente e quantitativamente a composi¢cdo de acidos
fenolicos em tecidos de explantes com sintomas visuais de oxidacdo e em amostras de tecidos de bulbo
intacto, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram identificados os &cidos galico,
cindmico e trans-cindmico nos explantes de segmentos de bulbos e nos tecidos do bulbo com coloragéo
natural, sendo observadas diferencas na concentracdo destes compostos entre as duas amostras. A
presenca de acido cafeico apenas na amostra de tecidos do bulbo com coloracdo natural. De acordo
com a literatura, estes compostos estao relacionados com o metabolismo da auxina. Assim, acredita-se

que os mesmos podem ter influenciado a morfogénese em explantes de H. aulcum.
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Introducéo

A micropropagacdo é uma alternativa para a propagacao vegetativa de culturas que apresentam
baixa producdo natural de propagulos como é o caso de Hippeastrum aulicum. Esta espécie bulbosa,
popularmente conhecida como agucena, é nativa do Brasil e apresenta alto potencial ornamental e de
uso medicinal, pois produz alcal6ides biologicamente ativos e clinicamente benéficos (ANDRADE,
2007).

Para o estabelecimento in vitro, recomenda-se que as culturas sejam mantidas em auséncia de
luz, visando minimizar a oxidagdo dos explantes. Essa estratégia é adotada para impedir a acdo da
enzima fenilalaninamonioliase, que participa de reacdes de sintese de compostos fendlicos que, quando
oxidados, formam quinonas que séo altamente tdxicas a célula vegetal. Tal enzima é dependente da luz
para realizar sua acdo catalitica (TAIZ & ZEIGER, 2002). No entanto, apesar de a produgdo de

compostos fendlicos ser associada ao insucesso no estabelecimento in vitro, em alguns trabalhos foi
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demonstrada a participacdo destes compostos no estimulo a organogénese (HRUBCOVAA et al.,
2000; LORENZO et al., 2001; SCHNABLOVAA et al., 2006; BATISH et al., 2008).

Em estudos preliminares, foi observado que a formacdo de compostos fendlicos em explantes de
segmentos de bulbos de H. aulicum antecedeu a morfogénese in vitro. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi identificar a composicdo de acidos fenolicos presentes nos explantes de segmentos de
bulbos de H. aulicum para verificar a relagdo destes compostos com as respostas observadas in vitro.

Material e Métodos

Foram realizadas andlises qualitativa e quantitativa dos &cidos fenolicos por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em amostras de tecidos de explantes de segmentos de
bulbos apresentando sintomas de oxidacdo e em amostras dos tecidos de bulbo com a coloragédo
natural. Os explantes foram coletados de culturas mantidas em meio MS, com 1,00 uM de ANA e 4,00
MM de BAP, apds cerca de 30 dias da manifestacdo visual da oxidag&o dos tecidos.

As amostras foram compostas de tecidos de trés explantes e os acidos fendlicos determinados
atraves de trés leituras em CLAE. Para cada amostra composta foi coletado 1,00 g de tecido macerado
em cadinho de porcelana, e diluido em 4 mL de agua destilada. As fracGes concentradas foram
ressuspensas em metanol (MeOH) 70,00% (ca. 300,00 pL) e filtradas (0,22 um). Aliquotas de 10,00
pL da amostra foram analisadas em cromatégrafo liquido (Shimzadu LC — 10A), equipado com coluna
C18 (Shim-packCLC-0DS, 25 cm x 4,6 mm @) e detector espectrofotométrico UV — visivel operando
em dupla leitura (Chl = 280 nm, Ch2 = 225 nm). A elui¢ao foi isocratica, com fluxo de 0,80 mL por
minuto, utilizando-se H,O:AcOH: n — BUOH (350:1:10, v/v/v) como fase mdvel. A identificacdo dos
compostos de interesse foi feita com base nos tempos de retencdo obtidos a partir da analise de
amostras padrdes, submetidas as mesmas condi¢des experimentais. Os resultados foram expressos

como equivalentes ao acido galico utilizado como curva padrdo.

Resultados e Discussao
Foram identificados em ambas as amostras, os &cidos galico, cindmico e trans-cindmico e a

presenca de acido cafeico, apenas na amostra de tecidos do bulbo com coloracgéo natural (Tabela 1).

Tabela 1 Concentracdo (ug.mL™) de 4cidos fendlicos em amostras de tecidos de bulbo intacto e em amostras de explantes
de segmentos de bulbo de Hippeastrum aulicum com sintomas visuais de oxidacdo, determinada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Amostra Acido fendlico Concentracéo (ug.mL™)

Tecidos do bulbo com coloragédo Galico 560, 79

natural Cinamico 245, 45
trans-cindmico 1.541, 58
Cafeico 256, 09

Tecidos de explantes de segmentos de  Galico 870, 51

bulbo apresentando sintomas visuais de  Cinamico 907, 22

oxidagao trans-cinamico 807, 98
Cafeico 0,00

Alguns &cidos fenolicos agem sinergisticamente no crescimento das plantas como inibidor da
auxina oxidase, no catabolismo de auxinas e na regulacdo do transporte e niveis de auxinas na célula
(HRUBCOVAA et al., 2000; LORENZO et al., 2001; SCHNABLOVAA et al., 2006; BATISH et al.,
2008). Segundo Hrubcovaa et al. (2000), o &cido cafeico pode aumentar a quantidade de AIA livre na
célula. Os niveis de AIA livre exercem uma importante funcdo na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo o elongamento celular. A auséncia de &cido cafeico nos
explantes que haviam iniciado o processo morfogénico, observada no presente trabalho, pode indicar
que este composto foi utilizado durante o processo de diferenciacdo in vitro, sugerindo a participacéo
dos mesmos no processo morfogénico.

Foi observado o aumento nos niveis de acido galico e acido cindmico nos explantes apos o
inicio do processo morfogénico (Tabela 1). O acido galico possui efeito antioxidante do AIA enddgeno
(LORENZO et al., 2001). Com a excisao do explante durante a introducdo in vitro e exposi¢do a luz,
na sala de crescimento, os niveis dos compostos fendlicos nos tecidos tendem a aumentar, pois de
acordo com Taiz & Zeiger (2002), a atividade da enzima fenilalanina amonia liase, que catalisa a
reacdo de biossintese de compostos fendlicos a partir da fenilalanina, é influenciada por fatores
ambientais como luz, injaria mecanica aos tecidos, entre outros.

Os resultados observados neste trabalho abrem perspectivas para novos estudos avaliando-se 0s
efeitos de cidos fendlicos suplementados ao meio para inducdo de morfogénese na micropropagacao
da espécie.

Concluséo
Foram identificados os &cidos galico, cindmico e trans-cindmico nos explantes de segmentos de
bulbos e nos tecidos do bulbo com coloragédo natural, sendo observadas diferengas na concentracdo
destes compostos entre as duas amostras. A presenca de acido cafeico apenas na amostra de tecidos do

bulbo com coloracao natural.
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