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RESUMO

A avaliacdo histoquimica é uma técnica que permite identificar de maneira direta a producdo de diversos compostos
pela planta, muitos desses compostos podem ser utilizados em farmacos. Além disso, estudos tem mostrado que
muitos endoéfitos encontrados em plantas cultivadas in vitro sdo fontes espontaneas de produtos naturais de interesse
farmacoloégico. Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar histoquimicamente diferentes espécies vegetais
cultivadas in vitro, para verificar a presenca de metabdlitos produzidos ou estimulados a produgdo pela presenca de
microrganismos endofiticos. Para tal, foram realizados testes histoquimicos de coloragdes especificas segundo o
componente celular a ser identificado (amido, lipideo e compostos fendlicos). Os resultados permitiram obter uma
variedade de respostas inerentes as diferentes espécies ou estdgios de desenvolvimento in vitro, porém nenhum deles
pode ser diretamente relacionado a um determinado microrganismo endofiticos, o que permite concluir que a
complexidade das relagdes, microrganismo/planta ou endéfito/hospedeiro, envolve um processo de co-evolugdo, no
qual dificulta sobremaneira identificar o verdadeiro responsavel pelo metabolismo ou produgdo compostos, havendo a
necessidade de estudos mais aprofundados e de cunho molecular que possam fornecer subsidios para o entendimento
de tais questionamentos.

Palavras-chave: endofiticos, cultivo in vitro, teste histoquimico, interesse farmacoldgico.

ABSTRACT

The histochemical evaluation is a technique that allows a direct identification of the production of various compounds
by the plant, many of these compounds can be used in pharmaceuticals. Furthermore, studies have shown that many
endophytes found in plants grown in vitro are spontaneous sources of natural products of pharmacological interest.
Thus, the present study evaluated histochemically different plant species grown in vitro for the presence of metabolites
produced or stimulated to be produced by the presence of endophytes. To this end, histochemical tests were made
according to the each specific staining of cellular component to be identified (starch, lipid and phenolic compounds).
The results led to a variety of responses inherent to the different species or stages of development in vitro, but none
of them can be directly related to a particular microorganism endophytic, which shows that the complexity of
relationships, microorganism/plant or endophyte/host involve a process of co-evolution, which makes it difficult to
identify the true responsible for the metabolism or by producing compounds, there is a need for further studies and
molecular imprint that can aid in the understanding of such questions.

Keywords: endophytic, in vitro culture, histochemistry tests, pharmacological interest.

INTRODUCAO CUNHA, 2000). Sdo métodos de anélise
As células vegetais podem produzir diferentes qualitativa e quantitativa de todos os
tipos de substancias que sédo de grande valorcomponentes celulares, incluindo proteinas,
taxondémico e filogenético em varios grupos de carboidratos, lipideos e elementos iGnicos que
plantas. Muitos desses compostos, como ocorrem no meio celular (GERSBACH, 2002).
antocianina, carotenoides e 0leos essenciais
podem influenciar na polinizagéo, na dispersao A técnica histoquimica permite a identificacao
de frutos e sementes e na simbiose radicularbotanica de compostos e esta baseada no uso
com bactérias, enquanto outros compostos de reagentes quimico-histolégicos previamente
apresentam funcédo de suporte estrutural paraestabelecidos, que permitem a localizacdo
as plantas, como as ligninas, ou ainda como microquimica dos principios
indicativos de estresses bibticos e abioticos farmacologicamente ativos (COSTA;
(MARTINS et al.,, 1994; KIKUCHI et al., CUNHA, 2000). Neste contexto, cabe destacar
2007; SANTOS et al., 2009; PIOTTO, 2013). que a presenca de uma microbiota endofitica
em espécies vegetais, pode ser uma fonte
Os métodos histoquimicos baseiam-se em relativamente espontdnea e potencial de
reacoes cromaticas utilizadas no produtos naturais para exploracdo de farmacos
reconhecimento da natureza quimica das (LIN et al., 2007; GUO et al., 2008), sendo
membranas e conteldo celular (COSTA; que muitos desses microrganismos Sao capazes
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de sintetizar compostos bioativos usados pelasquantificados em funcdo da intensidade
plantas para defesa contra patdogenos eobservada por meio da microscopia de luz
algumas destas combinacdes se mostram deg(SANTOS et al., 2009), se configurando como
grande utilidade para a descoberta de drogasuma técnica direta, rapida, que pode fornecer
modernas (GUO et al., 2008). indicios da presenca de compostos
terapéuticos. Sendo assim, o presente trabalho
A presenca de endoéfitos em plantas € teve como objetivo avaliar a partir de andlises
freqientemente assintomatica e por essa razadistoquimicas a presenca de metabdlitos
eles s&o caracterizados como sendo produzidos ou estimulados pela presenca de
microrganismos que habitam o interior dos microrganismos endofiticos em diferentes
tecidos e células vegetais em parte ou em todoespécies vegetais micropropagadas, de modo a
0 seu ciclo de vida sem lhes causar danosobservar como atuam, dependendo do
(AZEVEDO et al., 2000; GOND et al., 2007; gendtipo a que estdo associados.
SAIKKONEN, 2007; GUO et al., 2008; SUN
et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009). A MATERIAL E METODOS
possivel onipresenca desses microrganismosForam utilizadas 12 espécies de plantas
nos vegetais tem sido exaustivamente (Tabela 1) cultivadas em frascos, contendo 30
investigada e inumeros estudos revelam suamL de meio de cultura MS (Murashige;
potencial utilizacdo como produtor de Skoog, 1962) suplementado com 0,5 nigde
antibioticos e outros metabdlitos de interesse benzilaminopurina (BAP) e 3% (w/v) de
farmacologico (GUO et al., 2008). sacarose, mantidas em sala de crescimento sob
Indubitavelmente uma das descobertas maiscondi¢cdes controladas de temperatura (25 *
importantes com endofiticos foi o isolamento 2°C), intensidade luminosa (4@nol.m?s* de
do fungo Taxomyces andreanggrodutor de densidade de fluxo de fotons), fotoperiodo (16
taxol, diterpenoide caracterizado como droga horas) e subcultivadas em intervalos de 30
anticancerigena potente (GUO et al., 2008; dias, para renova¢do do meio de cultura, por
GANGADEVI; MUTHUMARY, 2008). um ano.

A busca por compostos de interesse Cabe ressaltar que as microplantas utilizadas
farmacoldgico tem aumentado, exigindo o no presente trabalho foram previamente
aprimoramento de diversas técnicas para esseavaliadas por meio de analises ultraestruturais,
fim. Neste contexto, a andlise histoquimica dos comprovando-se a presenga, em todas, de
tecidos vegetais, permite detectar a presencaendofitos colonizando o interior de seus
de diversos compostos que podem ser tecidos, como mostra a Figura 1.

Tabela 1: Relagdo das microplantas utilizadas esegmte trabalho, contendo os nomes comuns,
cientificos e as familias aos quais pertencem.

Nome comum Nome Cientifico Familia Botanica
abacaxi pérola  Ananas comosus Merril Bromeliaceae
cana-de-acucar Saccharum officinarurh. Poaceae
curcuma Curcuma zedoarigBerg.) Rosc. Zingiberaceae
eucalipto Eucalyptus globulugabill Myrtaceae
manjericao Ocimum basilicunt.. Lamiaceae
mogno Swietenia macrophyll&ing. Meliaceae
orquidea Oncidium flexuosurims Orchidaceae
pinheiro Pinus taedd.. Pinaceae
pupunha Bactris gasipae&unth. Palmae
sequoia Sequoia sempervirert®. Don) Endl.) Cupressaceae
teca Tectona grandidinn. f. Verbenaceae
violeta Viola odoratal. Violaceae
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Figura 1 — Confirmacdo da presenca de microrgarssemalofiticos colonizando os tecidos das
microplantas. A: fotomicrografia eletrbnica de eaura evidenciando a presenca de células
bacterianas que colonizam as células do mesofildrdaa foliar de violeta, por exemplo (setas).
B: fotomicrografia eletrdnica de transmissdo deuleél do mesofilo da 1amina foliar de violeta,
detalhando a colonizacéo intracelular das bacténadsfiticas (setas), onde par = parede celular e
intra = espaco intracelular.

A razdo para a escolha dessas espécies (enativa, capaz de indicar alteracdes), retiradas do
numero e diversidade) consiste na tentativa em primeiro né6 completamente expandido.
se contemplar um maior namero resultados,
devido ao fato de que cada uma delas possuiPara a caracterizacao de lipideos utilizou-se
diferentes caracteristicas genéticas, anatdmicasSudan Black B (PEARSE, 1968), para a
e fisiolégicas capazes de fornecer respostasevidenciacdo de amido o reagente de Lugol
metabdlicas especificas em decorréncia da(BERLYN; MIKSCHE, 1976), e para a
presenca de endofitos. identificacdo de compostos fendlicos a solucao
aguosa de cloreto férrico (JOHANSEN, 1940).
Para tanto foram realizados testes Ap0s a coloracdo, 0s materiais foram
histoquimicos de coloragbes especificas montados em laminas semi-permanentes (5
segundo o componente celular a ser laminas para cada componente e espécie,
identificado. Dentre 0s componentes, os totalizando 15 Iaminas avaliadas por
avaliados foram: amido, lipideos e compostos microplanta) e fotomicrografados, atribuindo-
fendlicos, devido a sua rapidez e eficiéncia na se o critério de avaliagdo segundo os
interpretacdo de alteracdes metabdlicas nasparametros: auséncia (-) ou presenca (+) das
plantas, especialmente os compostos fendlicossubstancias e, quantitativamente, classificados
gue servem como indicadores de processos decomo pouco presente (+), moderadamente

defesa e estresses. presente (++) ou intensamente presente (+++),
de acordo com a intensidade das respostas aos
Cortes a fresco (de material ndo emblocado), testes aplicados, destacando-se que

de cada uma das espécies, foram realizadossimultaneamente aos testes foram realizadas

utilizando-se o terco mediano das laminas secgdes-controle, ou seja, sem nenhum tipo de

foliares (regido madura e metabolicamente coloracdo. O esquema das analises pode ser
visualizado na Figura 2.
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Figura 2 — Esquema da metodologia utilizada paeakzacdo dos testes histoquimicos, bem como
o tipo de amostra e a quantidade utilizada.

’

RESULTADOS E DISCUSSAO variedade de respostas, como pode ser
verificado na Tabela 2.

A caracterizacdo histoquimica das 12 espécies

de microplantas evidenciou uma grande

Tabela 2 — Caracterizacdo histoquimica de amigajdd e compostos fendlicos, nas microplantas
avaliadas.

Espécies Amido Lipideo Compqstos
Fendlicos
Ananas comosus Merril - +++ ++
Saccharum officinarurh. - ++ ++
Curcuma zedoariéBerg.) Rosc. - +++ +
Eucalyptus globulugabill - + ++
Ocimum basilicunt.. - +++ +
Swietenia macrophyll&ing. + ++ -
Oncidium flexuosurims - +++ ++
Pinus taedd.. - +++ +++
Bactris gasipae&unth. - +++ ++
Sequoia sempervirerf®. Don) Endl.) - +++ +++
Tectona grandisinn. f. - + +
Viola odoratal. - +++ ++

Nota: Os sinais (-) ou (+) representam respectivienauséncia ou presenca das substancias e, gtiaatitente,
classificados como pouco presente (+), moderadanpeasente (++) ou intensamente presente (++igcadelo com a
intensidade das respostas aos testes aplicados.

Em todas as microplantas estudadas (Figurapresenca de compostos fendlicos, na forma de
3), exceto o mogno (Figura 3A), foi possivel pequenas pontuacdes marrom escuro (setas),
observar em maior ou menor intensidade a em todo o mesofilo, sobre as células do
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parénquima (Figuras 3C, 3D, 3E, 3G, 3H, 3J, di-hidroxifendis, os flavonoides e agliconas

3K e 3L), ou ainda nas células da bainha do flavénicas, taninos e ligninas (ASCENSAO,

feixe vascular de algumas microplantas como 2003). Tais compostos sdo metabdlitos

€ 0 caso da cana-de-acUcar (Figura 3B) e porsecundarios provenientes da rota do acido

fim, nas células epidérmicas para as chiquimico ou da rota do acido mevaldnico

microplantas de cdrcuma e manjericao. (KUKLINSKI, 2000; CUNHA; ROQUE,
2005; NASCIMENTO-SILVA et al, 2008).

Os compostos fendlicos se constituem em

histoquimica como os fenois simples, os orto-

RS e . = 2 _‘_-L 3 o s ; s
Figura 3 — Reacao de compostos fenodlicos em setgiewversais do terco médio da lamina foliar
das microplantasA: Swietenia macrophyll&King. B: Saccharum officinaruni. C: Ocimum
basilicumL. D: Curcuma zedoarigBerg.) RoscE: Pinus taeda.. F: Eucalyptus globulugabill.
G: Ananas comosus. Merril. H: Oncidium flexuosum Simg: Tectona grandis Linn. fI: Viola
odoratalL. K: Bactris gasipaeKunth.L: Sequoia sempervirer{®. Don) Endl.). Sendo A reagao
negativa e demais reacdo positiva na forma de podés marrom escuro (setas) em células da
bainha do feixe vascular (B), células da epider@e D) e células do mesofilo (E, F, G, H, |, J,K e
L). Barra = 2@m.

A presenca desses compostos pode auxiliar ade patdgenos, acdo alelopatica, simbiose
planta de diversas formas, como suporte radicular com bactérias e ainda, na protecéo
mecanico, atrativo de polinizadores ou contra radiacdo UV (CROTEAU et al., 2000;
dispersores de frutos, contra herbivoria, ataque TAIZ; ZEIGER, 2004; SANTOS et al., 2009).
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Segundo Piotto (2013) alguns compostos demonstrando o importante papel que o0s
fendlicos sdo amplamente utilizados como enddfitos podem desempenhar nas plantas, e
sinalizadores de estresses e alta taxapor analogia, esses metabdlitos podem, da
metabolica, dessa forma a sua auséncia podemesma forma, ser empregados como farmacos
indicar baixa atividade metabdlica. De acordo em diversas situacoes.
com a mesma autora houve diferencas nas
concentracbes (presenca ou auséncia) destetNo homem os compostos fendlicos possuem
compostos dependendo da fase de grande importancia devido a sua atividade
desenvolvimento in  vitro de Eucalyptus antioxidante, que tem como funcdo combater
benthamiiMaiden & Cambage. Sendo assim, 0 os radicais livres e manter o equilibrio
resultado encontrado no presente trabalho paraoxidativo do organismo, prevenindo contra
microplantas de mogno pode indicar baixa cancer, diabetes, aterosclerose, doencas
atividade metabdlica, decorrente, cardiovasculares e envelhecimento. Dentre os
possivelmente, estabilizagdo da multiplicacdo compostos fendlicos com  reconhecida
celular, ou ainda, pode representar uma atividade antioxidante, destacam-se 0s
microbiota endofitica diferente das demais flavondides, taninos, chalconas, cumarinas e
microplantas, uma vez que muitos espécies os acidos fendlicos (GIADA; MANCINI
endofiticas interferem nessa producéo. FILHO, 2006; MARTINEZ-VALVERDE et

al., 2000).
Héa indicios de que os enddfitos podem atuar
no sistema de defesa da planta, contribuindo Em relacdo a reacdo histoquimica para
para uma mudancga estrutural na célula quelipideos, as respostas foram todas positivas
envolve, entre outras coisas, a mudanca da(Figura 4) na forma de pontuacdes e contornos
parede celular com  deposicdo de que variam de azul escuro a preto nas paredes
polissacarideos como a calose, e a infiltracdo das células de todos os tecidos do mesofilo
de compostos fendlicos que contribuem com a (Figuras 4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 4G, 4H, 4J, 4K e
compactacdo dos polissacarideos da matriz4L) e azul mais claro nas células de ambas as
celular, e quando formados nos espacos epidermes (Figura 4l) e cuticula (Figura 4F),
intercelulares da célula hospedeira podem variando de uma espécie para outra somente
restringir o crescimento de fungo, criando um na intensidade da reagao. Para as microplantas
ambiente fungistatico (BENHAMOU et al., de eucalipto e teca a reacdo se deu com mais
1998; MADHAIYAN et al., 2004; TROTEL- intensidade nas células de ambas as epidermes
AZIZ et al., 2008). Tal caracteristica de defesa e na cuticula, havendo uma reacdo menos
tem sido verificada em diversos estudos e expressiva nas células do mesofilo, j& nas
explorada como um potencial uso para demais espécies essa reacdo foi oposta, sendo
controle biolégico de diversos fitopatdgenos, mais intensa justamente no mesofilo.
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Figura 4 — Reacdo de lipideos em seccoes t
microplantasA: Swietenia macrophyll&ing. B: Saccharum officinarurh. C: Ocimum basilicum

L. D: Curcuma zedoarigBerg.) RoscE: Pinus taedd.. F: Eucalyptus globulugabill. G: Ananas
comosud.. Merril. H: Oncidium flexuosum Simg: Tectona grandis Linn. fI: Viola odoratal.

K: Bactris gasipaesKunth. L: Sequoia semperviren€D. Don) Endl.).Sendo todas reacodes
positivas, variando de azul escuro a preto naslpareelulares de todos os tecidos do mesofilo (A,
B,C,D, E, G, H, J,Kel) e azul mais claro (sgtaa cuticula (F) e células epidérmicas (I). Barra

20um.

Os lipideos, além de constituintes das presenca de granulos de amido nas células do
membranas celulares, podem auxiliar na parénquima palicadico. Tal resposta é comum
prevencdo de perda excessiva de agua e naa grande parte das espécies, podendo ser
resisténcia a doenca (MENEZES et al., 2003; benéfica do ponto de vista metabdlico, uma
TAIZ; ZEIGER, 2004). Sob o ponto de vista vez que o amido pode afetar diretamente as
da cultura de tecidos a agua pode ser um fatorreacdes fotossintéticas da planta, pois dificulta
limitante em situagBes extremas, quando o a chegada do dioxido de carbono aos sitios de
subcultivo nédo ocorre regularmente, de carboxilacio da Rubisco (NASCIMENTO-
maneira geral o suprimento de agua para aSILVA et al., 2008).
microplanta € ideal.

Além disso, ressalta-se, que a culturavitro
A reacéo histoquimica para amido foi negativa ocorre em ambiente controlado, que supri as
em todas as espécies (Figura 5), exceto paranecessidades nutricionais das microplantas
mogno (Figura 5A), na qual se pode observar a pelo uso de meios de cultivo balanceados e
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adequados a cada espécie, ndao havendo(VAN LE et al., 2001; ESCALONA et al.,
portanto, a necessidade de acumular 2003). A heterotrofia ou mixotrofia contribui
substancias de reserva como é o caso dopara a reciclagem dos produtos da respiracdo
amido. Neste aspecto, as microplantas podemcelular fazendo com que a fotossintese deixe
ser consideradas como heterotréficas, tendode ser a principal fonte de carbono (ABREU-
sua fotossintese alterada pelo teor de acucareSARAZI, 2010; VALERO-ARACAMA,
exégenos disponiveis no meio de cultura 2005).

Figura 5 — Reacéo de amido em secgoes transvellsallsargo meédio da lamina foliar das
microplantasA: Swietenia macrophyll&ing. B: Saccharum officinarurh. C: Ocimum basilicum
L. D: Curcuma zedoarigBerg.) RoscE: Pinus taedd.. F: Eucalyptus globulugabill. G: Ananas
comosud.. Merril. H: Oncidium flexuosum Simg: Tectona grandis Linn. fI: Viola odoratal.
K: Bactris gasipaeKunth.L: Sequoia sempervirerf®. Don) Endl.).Sendo que em A a reacao foi
positiva com presenca de granulos de amido (set&ss)células do parénquima palicadico e as
demais reacdo negativa. Barra 20

ponto de partida para bioprospeccdo de
Sendo assim, foi possivel verificar a compostos de interesse farmacologico
importancia da andlise histoquimica, pela sua produzidos pelas plantas ou por endofitos, bem
rapidez na obtencdo dos resultados, comocomo, observar a diversidade de
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respostas obtidas, devido principalmente as (expressao génica, metagénomicas,
caracteristicas intrinsecas de cada espéciemetabolomicas, etc) dos endofitos podem
estudada, dificultando sobremaneira 0 responder a tais questionamentos, trazendo luz
estabelecimento de uma relacéo direta entre osao entendimento das relacbes
microrganismos e a producao de qualquer um microrganismo/planta e os diferentes papeis
dos compostos avaliados. Porém, Polesi que desempenham nestas relacbes, seja pela
(2010) verificou a presenca de uma producdo ou estimulo a produgdo de
comunidade microbiana endofitica onipresente compostos, podendo, inclusive, auxiliar em
nessas espécies, que apresentavam-saima prospec¢do mais eficiente de compostos
assintomaticas, ou seja, ndo manifestavam ade interesse farmacologico e medicinal.
presenca de microrganismos endofiticos.
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