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EMBRIOGENESE SOMATICA EM SEGMENTOS DE TEPALAS DE AMARILIS
(Hippeastrum sp. Herb.)

Autor: ANA VICTORIA CONDE VAN DEN BROEK
Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

RESUMO

O Brasil € um importante exportador de produtos propagativos como bulbos e
mudas, com destaque para o amarilis ou Hippeastrum. O Hippeastrum hybridum,
uma planta bulbosa pertencente a Amaryllidaceae € nativa da América do Sul e
encontrada em regides tropicais e subtropicais. Seu uso comercial, como
ornamental, é resultante de hibridos interespecificos provenientes de seis espécies
principais. A propagagao massal dessa espécie € feita pela técnica conhecida como
escamas duplas. Todavia, os métodos vegetativos de propagacgdo favorecem o
surgimento e multiplicagdo de microrganismos endogenos, especialmente
fitopatégenos, como Cumcuber Mosaic Virus (CMV), Mosaico-do-Hippeastrum
(HiIMV) e virus vira-cabecga-do-tomateiro — Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV). Nesse
sentido, é essencial a busca por métodos que garantam plantas livres de virus,
como por exemplo a embriogénese somatica (ES), que é uma técnica de cultivo in
vitro a qual visa regenerar embrides originados a partir de células e tecidos
somaticos, e na qual os tecidos resultam em calos embriogénicos e embrides.
Portanto, € uma forma de viabilizar estratégias de propagacdo mais rapidas e
eficientes, garantindo a geragao de tecnologias que poderado, no futuro, transformar
o mercado de producdo de amarilis. Sob essa perspectiva, a embriogénese
somatica (ES) € uma tecnologia que possibilita estudos dos mecanismos de
formacdo de embrides somaticos, informagdes sobre compostos envolvidos nesse
processo e a correlagdo de dados bioquimicos com 0s processos embriogénicos.
Em tal cenario, este trabalho teve como principais resultados o aumento da
eficiéncia da indugéo da ES, de 11% para 85,4% de segmentos de tépalas contendo
embrides ou calos embriogénicos. Esse aumento na frequéncia de ES se deu
principalmente pelo uso de tépalas de botdes florais mais jovens, pelo cultivo em
iluminagdo LED branca ou LED vermelho-branco (V+B), e a presenca de PVP 40 no
meio de cultura, o que resultou em até 13,57 embrides/explante e massa fresca de
calos de 0,96 (g/explante). Foi possivel observar a correlagédo de compostos como
quercetina em tépalas cultivadas in vitro com aumento de massa de calos
embriogénicos. Outro ponto importante da melhoria da frequéncia da ES foi a
realizar o subcultivo dos segmentos de tépalas apos 30 dias da primeira inoculagao
em meio de cultura MS’%, o qual demonstrou aumento do poder redutor e favoreceu
a biossintese nas tépalas da substancia antioxidante rutina.

Palavras-chave: Amaryllidaceae, flavonoides, embriogénese somatica, cultivo in

vitro, reguladores vegetais.



SOMATIC EMBRYOGENESIS IN AMARYLLIS TEPAL SEGMENTS (Hippeastrum
sp. Herb.)

Author: ANA VICTORIA CONDE VAN DEN BROEK
Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

ABSTRACT

Brazil is an important exporter of propagative products such as bulbs and seedlings,
with a highlight on the amaryllis or Hippeastrum. Hippeastrum hybridum, a bulbous
plant belonging to the Amaryllidaceae family, is native to South America and found in
tropical and subtropical regions. Its commercial use, as an ornamental plant, results
from interspecific hybrids originating from six main species. The mass propagation of
this species is done through the technique known as double scales. However,
vegetative propagation methods favor the emergence and multiplication of
endogenous microorganisms, especially phytopathogens such as Cucumber Mosaic
Virus (CMV), Hippeastrum Mosaic Virus (HiMV), and Tomato Spotted Wilt Virus
(TSWV). Therefore, it is essential to seek methods that ensure virus-free plants, such
as somatic embryogenesis (SE), which is an in vitro cultivation technique aimed at
regenerating embryos originating from somatic cells and tissues, resulting in
embryogenic calli and embryos. Thus, it is a way to enable faster and more efficient
propagation strategies, ensuring the generation of technologies that could transform
the amaryllis production market in the future. In this perspective, somatic
embryogenesis (SE) is a technology that enables studies on the mechanisms of
somatic embryo formation, information on the compounds involved in this process,
and the correlation of biochemical data with embryogenic processes. In this scenario,
the main results of this work were the increased efficiency of SE induction, from 11%
to 85.4% of tepal segments containing embryos or embryogenic calli. This increase
in SE frequency was mainly due to the use of tepals from younger flower buds,
cultivation under white LED or red-white LED lighting (R+W), and the presence of
PVP 40 in the culture medium, which resulted in up to 13.57 embryos/ explant and
fresh callus mass of 0.96 (g/explant). It was possible to observe the correlation of
compounds such as quercetin in tepal segments cultivated in vitro with an increase in
embryogenic callus mass. Another important point in improving SE frequency was
subculturing the tepal segments 30 days after the initial inoculation in MS’2 culture
medium, which demonstrated increased reducing power and favored the
biosynthesis of the antioxidant rutin in the tepals.

Key-words: Amaryllidaceae, flavonoids, somatic embryogenesis, in vitro culture, and
plant growth regulators.



INTRODUGAO

O Brasil € ativo na produgéo de bulbos de flores com area cultivada de cerca
de 15.600 ha e um valor de produgao de 1,7 bilhdo de euros (Yasemin & Beruto,
2024). No mercado internacional, a floricultura brasileira vem se especializando na
multiplicagdo de material de propagacédo, que sao exportados em quantidades
significativas. Nesse contexto, destaca-se o amarilis, em que grande parte de sua
producdo é destinada a exportagdo e ao mercado interno (Tombolato et al., 2010;
Junqueira & Peetz, 2018).

O Hippeastrum hybridum, € wuma planta bulbosa pertencente a
Amaryllidaceae, sendo nativa da Ameérica do Sul, é encontrada em regides tropicais
e subtropicais (Dahlgren & Clifford, 1982). O género Hippeastrum conta com cerca
de 50 espécies, das quais 38 estao no Brasil, embora estimativas variem entre 50 e
75 espécies (Dutilh, 2005; Judd et al., 1999; Dahigren et al., 1982). Seubert (1847)
classificou Hippeastrum como um subgénero de Amaryllis, com 20 espécies
descritas (Dutilh, 1996). Neste cenario, a maioria dos hibridos comerciais disponiveis
no mercado sao resultado do cruzamento entre espécies como Hippeastrum papilio;
Hippeastrum striatum; Hippeastrum reginae; Hippeastrum reticulatum e Hippeastrum
equestre. Além dessas, outras duas espécies como Hippeastrum vittatum e
Hippeastrum cybister, também tem papel importante na geracdo de novas
variedades (Tombolato, 2004).

Os bulbos de Hippeastrum sao perenes, possuem folhas disticas laminares,
com duas bracteas espatais livres e escapos ocos. As inflorescéncias sao
principalmente em umbela, constituidas de até oito flores trimeras individuais e
ligeiramente zigomorfas (Tombolato, 2004). A propagagdo em larga escala dessa
espécie é feita pela técnica conhecida como escamas duplas. Todavia, esta técnica
promove a disseminacado de doencas sistémicas, dentre elas os virus, que reduzem
a produtividade, atrasam e diminuem a qualidade da floragdo. Desse modo, a busca
por técnicas que conciliem a propagacao clonal associando a producdo de plantas
livres de virus, bactérias e fungos poderia resultar em ganhos consideraveis para o
aumento da qualidade e comercializacdo de amarilis no mercado internacional. Sob
essa perspectiva, ha um vasto potencial de recursos ainda n&o explorados a partir
da embriogénese somatica (ES), que € uma técnica de cultivo in vitro a qual visa

regenerar embrides originados a partir de células e tecidos somaticos, portanto de



origem clonal, e na qual os tecidos resultam em calos embriogénicos e embrides
(Ikeuchi, et al., 2016).

O desenvolvimento de tecnologias in vitro viaveis para a produgéo de plantas
de interesse econdmico pode contribuir para o estabelecimento de plantacbes
comerciais, € o cultivo in vitro € uma forma de viabilizar estratégias propagativas
mais rapidas e eficientes, garantindo a aquisicdo de conhecimentos sobre a planta e
a geragao de tecnologias que poderdo, no futuro, transformar o mercado de
producao de amarilis (Yasemin & Beruto, 2024).

Além disso, é necessario conhecer mais sobre os mecanismos de formacéao
de embrides somaticos em plantas ornamentais, a exemplo do género Hippeastrum,
visando aumentar a frequéncia da embriogénese somatica e a produgdo de
embrides, que ainda é limitada e altamente gendtipo-dependente (Almeida et al.
2022) especialmente as informagdes sobre os metabdlitos secundarios e a atividade
antioxidante envolvidos nesse processo e a relagdao desse metabolismo com os
processos embriogénicos.

Visando melhor estabelecer essa correlacéo, este trabalho foi dividido em dois
capitulos e juntos tiveram como objetivo obter um protocolo eficiente com o intuito de
obter embrides somaticos de H. hybridum cv. Intokase. Esse trabalho objetivou
estudar os fatores que afetam a embriogénese somatica, a exemplo de fator
endogeno, como a idade dos tecidos utilizados como explantes e de fatores
exdgenos como o meio de cultura, fontes de acgucar, fitorreguladores, antioxidantes
aplicados ao meio de cultivo e necessidade de subcultivos dos explantes. A
fundamentagdo do presente projeto se baseia no fato de que a partir de um
protocolo prévio gerado pelo nosso grupo, as alteragbes de alguns desses fatores
externos durante a indugdo da ES poderiam auxiliar no aumento da frequéncia de
regeneracao de ES. Ao mesmo tempo, o projeto teve como objetivo correlacionar o
aumento da frequéncia da ES com a atividade antioxidante, producido de fendis e

quantificacéo e identificacdo de alguns compostos fendlicos nos tecidos vegetais.



OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi aumentar a frequéncia da embriogénese somatica em
segmentos de tépalas de amarilis a partir de experimentos com meios de cultura,
carboidratos, PVP40 e espectro luminoso e analisar nos tecidos a relagao de alguns
componentes do metabolismo secundario com a frequéncia de embriogénese

somatica em tépalas de amarilis.
Objetivos especificos

o Testar a aplicabilidade do protocolo de embriogénese somatica para uma
cultivar recalcitrante de amarilis;

o Testar o fator idade dos tecidos florais na frequéncia de regeneragdo dos
embrides somaticos

o Testar diferentes concentracdes de antioxidantes no meio de cultura e avaliar
as respostas dos tecidos florais nos diferentes espectros de luzes;

o Avaliar os efeitos do uso de antioxidantes na obtengdo embrides somaticos e
calos embriogénicos.

o Avaliar os efeitos de duas fontes nutricionais na obtencdo de embrides
somaticos e calos embriogénicos.

o Avaliar o potencial antioxidante dos extratos metandlicos.

o Identificar quais flavonoides estao envolvidos com a embriogénese somatica.



REVISAO DA LITERATURA

1. Hippeastrum sp. Herb.

A Amaryllidaceae é originaria do sul da Africa e da América do Sul, e sua

distribuicdo ocorre em regides tropicais e subtropicais (Dahlgre; Clifford, 1982).

O género Hippeastrum possui cerca de 50 espécies, das quais 38 sao citadas
para o Brasil (Dutilh, 2005). Porém na literatura, segundo Dalhgren et al. (1982) esse

numero esta entre 50 a 75, entretanto Judd et al. (1999) cita cerca de 70 espécies.

A versao mais recente da taxonomia do género foi elaborada por Seubert
(1847) a qual esta publicada na Flora Brasiliensis, o autor considera Hippeastrum
como subgénero de Amaryllis definindo-se 20 espécies. (Dutilh, 1996). Entretanto, a
maioria dos hibridos comerciais disponiveis no mercado s&o derivados de

cruzamentos entre 6 espécies.

Os bulbos de Hippeastrum emitem um caule de flor oco e ereto, geralmente
antes das folhas serem produzidas. Quando os bulbos sdo grandes podem produzir
mais de um pedunculo, simultaneamente ou sequencialmente. Cada escapo de 18-
24 centimetros de altura produz de quatro a cinco flores grandes em uma
inflorescéncia umbeliforme. Duas bracteas livres envolvem os botdes florais

terminais até florescerem (Meerow, 1998).

O nome “Hippeastrum® foi definido pelo botanico William Herbert, o qual

descreveu a primeira espécie de nome Hippeastrum reginae (Herbert, 1821).
2. Potencial ornamental e medicinal

Os fendtipos desse género incluem flores grandes e de coloragéo variada,
podendo ser brancas, vermelhas, rosa, salmao, damasco, rosa ou bicolores. No
mercado atual existem hibridos os quais sdo comercializados como flores de vasos,
o hibrido Hippeastrum hybridum cv. Intokase apresenta flores grandes e de

coloragao branca (Figura 1) (Silberbush et al., 2003).
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Figura 1. Conjunto de flores de Hippeastrum hybridum cv. Intokase. Fonte: Terra

Viva Flores e Plantas.

O bulbo de amarilis armazena nutrientes importantes para o seu crescimento
e desenvolvimento, sendo fonte de matéria prima para o plantio, sua floracao
apresenta crescimento acelerado, sendo que cada bulbo pode produzir de uma a
trés hastes, cada uma com conjuntos de quatro a cinco flores, com durabilidade de
cerca de quinze dias. Apds esse periodo, o bulbo entra em estado vegetativo, com
produgéo de novas folhas. E logo apds ocorre o estado de dorméncia, perdendo

suas folhas, florescendo novamente na primavera (Terra Viva, 2019).

Uma caracteristica peculiar das Amaryllidaceae € o uso de compostos
medicinais na medicina popular para tratamento de doengas (Dopke et al., 1995;

Louw et al., 2002). Esses compostos podem ser encontrados em toda a planta,



porém estdo predominantemente nos bulbos (Bruneton, 2001), e devido a inumeras

espécies o teor e conteudo sofrem variagdes (Elgorashi et al., 2003).

Os extratos de Hippeastrum possuem alcaloides, fendis e flavondides
caracterizado por serem compostos bioativos com propriedades antioxidantes, anti-
cancerigenas, anti-inflamatérias e antimicrobianas. Além das propriedades
mencionadas, estudos tém investigado o potencial das espécies de Hippeastrum
para o tratamento de doengas metabdlicas e como agentes neuroprotetores
(Shahzad et al. 2022; Liang et al., 2020; Stark et al., 2019; Cortes et al., 2018; Liu et
al., 2010).

3. Cultivo in vitro

A producao de Hippeastrum sp. no Brasil € muito significativa e abrange tanto o
cultivo comercial de empresas produtoras de bulbos quanto o uso ornamental em
jardins domésticos (Pizano, 2022). Todavia, a sua comercializacdo depende da
multiplicagdo dos bulbos nos viveiros e estufas (Pereira, et al., 2018), e essa técnica

possui limitacdes devido a necessidade de utilizacdo de extensas areas de plantio.

Nesse contexto, a técnica de micropropagacao apresenta vantagens ao produtor,
pois permite a preservagdo do germoplasma, fornece plantas em larga escala a
partir de pequenos explantes, garante a producado de plantas livre de patdgenos e
doencas sistémicas, além da producao de plantas independente das condicbes
sazonais externas (De Klerk, 2012; Hartmann, 1959; Debergh ef al., 1981).

Em amarilis a regeneragao in vitro tem sido estudada por varios autores, ha
relatos de autores que utilizaram segmentos de escamas do bulbo visando a
embriogénese somatica (Muijib, et al., 2005) (Yu et al., 2018), bulbos in vitro (Gong,
et al., 2012), ovarios (Huang & Chang, 2005a) e pedicelos (Huang & Chang, 2005b).
Recentemente, foi desenvolvido também um protocolo que utilizou como explante
inicial tépalas internas das flores visando a ES, a qual resultou em sucesso na
obtencdo dos embrides somatico, com aclimatizagdo das plantulas e 100% de
plantas livres dos dois principais virus causadores do mosaico nessa espeécie,
Hippeastrum Mosaic Virus (HiMV) e Cucumber Mosaic Virus (CMV) (de Almeida et
al., 2022).



Para que as plantas sejam propagadas visando uniformidade de produgéo,
sazonalidade e sanidade, a cultura de tecidos vegetais € uma aliada caracterizando-
se pelo cultivo de material vegetal sobre um meio de cultura nutritivo, em condi¢des
assepticas e cultivo em ambiente (iluminagc&do e temperatura) controlado. A principal
técnica € a de micropropagacao, sendo amplamente utilizada por laboratérios ao

redor do mundo (Cardoso et al., 2018).

Dentro da sala de cultivo, as prateleiras sdo equipadas com iluminacao
artificial, garantindo que as plantas recebam um minimo de quantidade necessaria
de luz. Para tanto, o uso de diodos emissores de luz (LEDs) garante eficiéncia
energética (Sena, et al., 2024) e auxiliam nas diversas respostas fisioldgicas que se
pode obter, como aumento da taxa fotossintética (Kozai, 2016), influéncia na
morfogénese das plantas cultivadas in vitro (Lian et al., 2002) e produgédo de

compostos fendlicos (Costa, et al., 2019).

Diversos séo os fatores que influenciam no sucesso da técnica, dessa forma
para obter um protocolo viavel recorremos aos aspectos envolvidos na escolha
assertiva como por exemplo o meio de cultura, os horménios, a fonte de carbono, o
tipo e a qualidade da fonte luminosa, a temperatura ideal, a idade da planta, a época
de colheita, o material vegetal, dentre outros fatores que estdo interligados nesse
processo de micropropagacao (George, et al., 2008). Portanto, essa etapa de ajuste
€ crucial para que seja possivel micropropagar o Hippeastrum em condigédo
laboratorial.

Dentro os objetivos citados do cultivo in vitro, destaca-se a produgao em larga
escala de clones idénticos a planta-mae, isso sO é possivel pela totipoténcia celular,
a qual podera seguir a rota da organogénese ou da embriogénese somatica
(Haberlandt, 1902) (Segura, 1993) (Phillips; Garda, 2019).

O processo de indugao que leva a embriogénese somatica ocorre em células
transientes expostas a estresse intenso e/ou altas concentrag¢des de fitorreguladores
De acordo com os modelos aceitos pelos pesquisadores, essa inducao resulta na
desdiferenciagdo das células somaticas vegetais, seguida ou acompanhada pela
recuperacao da totipoténcia. Em seu estagio totipotente, as células tornam-se

capazes de perceber sinais de desenvolvimento apropriados para iniciar a



embriogénese, 0 que ocorre naturalmente em condigbes adequadas tanto in vivo

quanto in vitro (Ramirez-Mosqueda, 2022).

4. Embriogénese somatica

Dentre os modelos morfogenéticos, a embriogénese somatica € caracterizada
pela formacdao de embrides assexuados em que células somaticas diploides
desenvolvem-se em plantas sem fusdo de gameta e que ndo dispde de conex&o
vascular com o tecido mae (Werner et al., 2012). Podendo ocorrer pela selegéo e
ativagdo de células competentes (modelo direto), sem a formacgdo de estadios
intermediarios de calos, ou com a inducao de células (modelo indireto), formagéo de
calos, sendo necessario condicdes controladas e meio de cultura balanceado para
originar plantas inteiras (Mantell et al., 1994).

As mudancas no desenvolvimento do embrido sao visiveis e ocorre na
maioria das vezes com a formacédo de células com competéncia embriogénica,
passando pelas etapas de estadio globular, codiforme e torpedo (Toonen; Vries,
1996).

Entretanto, existe evidéncia que em monocotiledbneas, os embrides
somaticos compreendem estruturas globulares, que se desenvolvem assemelhando-
se a um coleoptilo e um esculeto (George, 1996).

No processo embriogénico é frequentemente relacionado o uso de auxinas,
conforme comprovado pelo uso desta classe de fitorreguladores em varios
protocolos (Karami, et al., 2021). Durante as fases iniciais da embriogénese,
observa-se um aumento nos niveis de auxina endégena, o qual esta associado a
ativacdo de sinais de estresse e alteragbes no estado da cromatina (Ribnicky, et al.,
2002; Phillips, et al., 1994). A necessidade de auxinas é temporaria e especifica
para os estagios iniciais da embriogénese, os quais geralmente sdo marcados pela
formacao de tecido embriogénico; as préximas fases do cultivo podem ocorrer na
auséncia de auxina (Pasqual, et al.1997; Jiménez, 2005). Esta ideia geral é aplicavel
a varias espécies, incluindo Arabidopsis, um sistema modelo na biologia vegetal (Ji,
et al., 2019; Horstman, et al., 2017).

Um dos aspectos relevantes da embriogénese vegetal in vitro é a grande
diversidade das condi¢cdes de cultivo que podem iniciar o desenvolvimento de
embrides, incluindo tratamentos hormonais e de estresse (Fehér et al., 2003).



5. Bioquimica do cultivo in vitro

Em virtude do ambiente laboratorial ser totalmente controlado, e moldavel, os
explantes que sao inoculados in vitro passam por sucessivas manipulagoes e dessa
forma, estdo sujeitos a condigdes ambientais incomuns, quando comparadas as
condigdes de uma casa de vegetacdo ou campo por exemplo (Gaspar et al., 2002).
A citar, a alta umidade relativa no interior dos frascos e tubos; o acumulo de gases,
principalmente o etileno; elevadas concentragbes de reguladores de crescimento
vegetal; acumulo de sustancias reativas, como por exemplo as espécies reativas de
oxigénio; elevadas quantidades de carboidratos; dentre outros.

Todos esses fatores, somados, favorecem dois tipos de estresse: sendo um
benéfico para o desenvolvimento vegetal e outro com efeitos danosos. Portanto, um
estresse leve ativa o metabolismo celular, induzindo uma resposta defensiva ou
adaptativa (Pinto et al., 2010). O estresse in vitro expressa-se na forma de estresse
oxidativo, que é um desequilibrio entre a producédo de espécies reativas de oxigénio
(ERQ’s), como peroxidos e radicais livres, e a capacidade das células em neutraliza-
las por meio de sistemas antioxidantes (Pinto et al., 2010). Dessa forma, acarreta na
elevacdo das concentracbes das EROQO’s, que atacam moléculas vitais como
proteinas, lipidios e acidos nucléicos, promovendo disturbios estruturais,
metabdlicos e fisioldgicos, que podem levar a morte (Bray; Bailey; Weretilnyk, 2000).

Entretanto, as ERO’s sdo produzidas naturalmente nas plantas, pela cadeia
transportadora de elétrons no cloroplasto e mitocdndria e pela fotorrespiragao (Dat et
al., 2000) e tém papel crucial na sinalizagao o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Nesse sentido, € benéfico e necessario niveis baixos de estresse oxidativo
para desencadear uma determinada rota morfogénica (Obert et al., 2005; Blazquez
et al., 2009).

Dessa forma, as ERO’s tém papel duplo como compostos toxicos, e como
reguladoras chaves de muitos processos bioldgicos, tais como crescimento, ciclo
celular, morte celular programada, sinalizagdo hormonal, resposta celular aos fatores
bidticos e abidticos e desenvolvimento (Foyer; Noctor, 2005; Fuijita et al., 2006; Miller
et al., 2009; Mittler et al., 2004).

Com isso, a evolugdo de um mecanismo eficiente das células vegetais
permitiu a mitigagdo da toxicidade das espécies reativas de oxigénio. A exemplo o
mecanismo que compde o sistema antioxidante, sendo representado pelas enzimas,

tais como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase



10

(APX), entre outras. Ademais, o equilibrio desse sistema é essencial para suprimir
quantidades toxicas EROs em uma célula e para auxiliar no desenvolvimento sadio
e vigoroso do tecido (Hung et al., 2005).

A superéxido dismutase (SOD) € a enzima intracelular antioxidante mais
eficaz, e esta presente em todos os organismos aerdbicos e em todos os
compartimentos subcelulares propensos ao estresse oxidativo mediado por ROS.
Atualmente é bem estabelecido que varios estresses ambientais frequentemente
levam ao aumento da geragao de ERO’s e a SOD tem sido considerada importante
para as plantas na tolerancia ao estresse ERQO’s por fornecer a primeira linha de
defesa contra os efeitos toxicos de niveis elevados de ERO’s (Gill & Tuteja, 2010). A
SOD atua na remogao do Oz liberando H202 e O2. Em seguida, as moléculas de
H20:2 produzidas séo removidas pela CAT e APX. Estes metabdlitos sdo importantes
para a eliminacdo dos radicais OHe, considerados as mais reativas e danosas
formas das ERO’s (Foyer & Noctor, 2011).

6. Analises bioquimicas

Durante a embriogénese somatica, as células vegetais enfrentam estresses
fisicos, quimicos e biologicos. Nesse sentido, a bioquimica ajuda a entender as
respostas adaptativas das células a esses estresses, a atividade antioxidante das
células, incluindo a capacidade de neutralizar radicais livres através de antioxidantes
endogenos como compostos fendlicos, enzimas antioxidantes e outras moléculas
redutoras. Avaliar esses compostos norteiam os estudos para elucidar como as
células respondem ao estresse oxidativo e para melhorar a eficiéncia na produgao
de plantas regeneradas (Hasanuzzaman, et al., 2012).

Portanto, existem diversas metodologias usadas para avaliar a capacidade
antioxidante, podendo ser expressas por meio de parametros, como: a capacidade
de reducado de um metal (método FRAP, do inglés ferric reducing antioxidant power,
a capacidade de remog¢ao de um radical organico (método DPPH — peroxidagc&o do
2,2-difenil-1-picrilidrazil), entre outros (Kang & Saltveit, 2002).

Além da atividade antioxidante, a analise de compostos fendlicos também
esta inserida nesse contexto. Fendis estdo envolvidos em varias funcdes
fisiologicas, incluindo defesa contra estresses ambientais e regulacdo do
crescimento celular. A quantificagdo desses compostos gera informagdes sobre os
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estagios de desenvolvimento e a qualidade dos embrides vegetais formados in vitro
(Pratyusha, 2022).

6.1 Método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil)

O método do sequestro do radical estavel DPPHe € o mais utilizado em
avaliagcbes preliminares acerca da atividade antioxidante de compostos isolados ou
extratos vegetais. O DPPHe possui coloragéo violacea e absorgédo no A de 517 nm.
Na presengca de um doador de hidrogénio, ou seja, um atomo de hidrogénio
proveniente de um composto antioxidante (X-H), o radical se reduz a DPPH-H, com
mudanga da coloragdo para amarelo (Brand-Williams et al., 1995). A reagédo é
monitorada pelo decréscimo da absorbancia, que pode ser avaliada em
espectrofotometro UV-Vis. Como parametro de comparacdo com os resultados da
amostra, € comum a utilizacdo neste ensaio de padrdes de antioxidantes. Exemplos
de compostos utilizados como padrdo de antioxidantes sdo o acido galico, acido
ascorbico, tocoferol, quercetina e trolox (Furlan et al., 2015).

6.2 Método FRAP (Poder Antioxidante Redutor do Ferro)

O ensaio pelo método FRAP baseia-se na redugdo do ion Fe3+ (forma
férrica), presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), a ion Fe2+ (forma
ferrosa), na presenga de um antioxidante. O complexo formado apdés a redugao
apresenta coloragao roxa, com absorgédo de A 593 nm. Desta forma, quanto maior a
absorbancia medida apds a reagao, maior sera o potencial antioxidante da amostra
avaliada. O resultado final pode ser expresso como a concentragdo de antioxidante
capaz de reduzir 1 ymol de sulfato ferroso, usado como padrao no ensaio. Outras
formas de expressar o resultado final incluem equivalentes de acido ascorbico
(numero de umoles de acido ascorbico capaz de produzir a mesma atividade de 1g
de amostra) ou outros compostos antioxidantes utilizados como padrdo no ensaio
(Amorati & Valgimigl, 2015).

6.3 Método Folin-Ciocalteu

Na literatura ha varias metodologias de quantificacdo para compostos
fendlicos, sendo o ensaio de Folin-Ciocalteu o mais usado e amplamente estudado.
Basicamente, este ensaio mede a capacidade de transferéncia de elétrons de

substancias redutoras, como por exemplo os compostos fendlicos, em meio alcalino
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para o reagente acido fosfotungsticofosfomolibdico, resultando em complexos azuis

que sao detectados espectrofotometricamente (Pires et al., 2017).

6.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) é uma técnica analitica utilizada na
separacao, identificagao e quantificagdo dos componentes de uma amostra, os quais
se distribuem em duas fases, uma estacionaria e a outra movel (Snyder & Kirkland,
2009).

O processo comega com a preparagao da amostra, que é dissolvida em um
solvente adequado e injetada em um sistema de HPLC. A amostra € ent&o forcada a
passar através de uma coluna preenchida com uma fase estacionaria, geralmente
um material sélido que interage com os componentes da amostra de forma diferente.
A fase movel, que é o solvente que flui pela coluna, transporta a amostra e ajuda a
separar seus componentes com base nas interagdes dessas substancias com a fase
estacionaria (Shieppati, et al., 2021).

A medida que os diferentes componentes saem da coluna, eles passam por
um detector, que pode usar diversos principios, como absorcdo UV-Vis,
fluorescéncia ou condutividade, para gerar um sinal registrado em forma de um
cromatograma. Esse cromatograma € um grafico que exibe picos correspondentes
aos diferentes componentes da amostra, permitindo a analise e quantificagao dos
mesmos com base no tempo de retencdo e na area dos picos (Guiochon; Gritti,
2013).

O detector de arranjo linear de diodos, do inglés, Diode array Detector (DAD),
consiste em um sistema em que a luz policromatica € incidida em uma cela em fluxo
pelo qual o eluente da coluna € bombeado. Apds passar pela amostra, o feixe
luminoso é espalhado em um grid de difragdo em diversos comprimentos de onda,
que sao detectados pelos diodos, cada um dedicado a uma faixa de fotons
incidentes. Dessa forma, quando um analito € eluido da coluna, se ele absorve
algum comprimento de onda que pode ser detectado pelo DAD, a atenuacédo de
intensidade luminosa nos diodos promove uma diferenca de potencial elétrico, que,
por sua vez, promove um sinal amplificavel e conversivel em um sinal digital

registrado pelo software do equipamento (Shieppati, et al., 2021).
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O DAD permite o monitoramento de multiplos comprimentos de onda
simultaneamente, a obtencdo do espectro de absorcdo de Ultravioleta-Visivel dos
analitos, e pode fornecer informagdes sobre a pureza da banda cromatografica, caso
compostos coeluidos apresentem diferentes perfis de absorcao da faixa do espectro
eletromagnético medido (Patterson, 2008).

Assim, o HPLC-DAD pode medir qualquer analito desde que ele absorva em
algum comprimento de onda dentro da faixa de 190 a 800 nm (faixa UV-ViS do
espectro eletromagnético) (Meyer, V.; Reusch, 2002).
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