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Resumo

A cultura de calos de Cereus peruvianus produz diversos compostos de
interesse econdmico, com aplicacbes industriais. A adicdo de agentes
quimicos, que interferem na expressdo genica, pode potencializar a
producdo de compostos de interesse na cultura de calos. O objetivo deste
trabalho foi investigar por meio de analises eletroforéticas de esterases e
pelo monitoramento da cultura, possiveis alteracbes metabdlicas na cultura
de calos de Cereus peruvianus, induzidas pelo agente desmetilante 5-
Azacitidina (5-AzaC). Os calos foram cultivados em meio contendo 5-AzaC,
nas concentragbes zero, 100, 150, 200, 250 e 300 pM. As analises
eletroforéticas de esterases mostraram que calos cultivados nas
concentragbes de 100 e 150 uM de 5-AzaC, por 30 dias apresentaram
bandas de coloracdo mais intensa, do que os cultivados em concentracdes
mais altas e os controle. Os calos mantidos em 300 uM de 5-AzaC, no
mesmo periodo, ficaram escuros e com alguns setores avermelhados. As
concentragdes de 100 e 150 pM de 5-AzaC parecem induzir a expressao de
genes de esterases. A concentracdo de 300 uM parece inibir a expressao
das esterases, além de causar estresse na cultura de calos.

Introducao

Cereus peruvianus é uma espécie de cacto, popularmente conhecida como
mandacaru. Esta espécie vem sendo estudada por produzir diversos
compostos de interesse econdmico, com aplica¢cdes industriais, na produgao
de cosméticos, na industria de alimentos e inclusive com potencial
farmacéutico. O cultivo in vitro de calos desta espécie permite a propagacao
indefinidamente em meio suplementado e seu uso como fonte alternativa de
diversos compostos de interesse, substituindo o uso de plantas adultas
(MACHADO et al., 2010).
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A biossintese de metabdlitos secundarios tem se tornado objeto de interesse
desde a década de 1960, e com o0 advento das tecnologias baseadas no
DNA, novas aplicagdes foram desenvolvidas para a cultura de calos
(EFFERTH, 2019).

Neste trabalho a cultura de calos de Cereus peruvianus foi submetida a 5-
Azacitidina (5-AzaC), um agente desmetilante que pode diminuir dos niveis
de metilacio do DNA e desta forma alterar a expressédo de genes
relacionados a diferenciacdo, regeneracdo de plantas e a producdo de
metabdlitos secundarios.

Materiais e métodos
1. Manutencé&o dos calos

Os calos controle de C. peruvianus foram mantidos em meio de cultura MS
suplementado com vitaminas, sacarose 3%, 4,0 mg/L de 2,4-D) e 4,0 mg/L
de Kinetina. Para testar o efeito da desmetilacdo, os calos foram transferidos
para placas contendo o meio MS controle acrescido das concentracdes 100,
150, 200, 250 e 300 uM de 5-AzaC. Os calos foram mantidos nas condi¢cdes
originais com fotoperiodo e temperaturas controladas.

2. Extracdo de proteinas e eletroforese

As amostras de calos (200 mg) foram homogeneizadas com solucdo de
extracdo, contendo tampdo Fosfato 1,0 M, pH 7.0, PVP-40 (duas
concentragbes 5 e 7,5%), B-mercaptoetanol (duas concentracbes 0,5 e
0,75%), 10% glicerol e com silica (0,2 mg) e sem silica. As amostras foram
maceradas com volumes de 20 e 30ul de solucdo de extragdo, com auxilio
do bastdo de vidro e no gelo para evitar a desnaturacdo enzimatica. A
centrifugacgéo ocorreu a 12.000 rpm por 30 min a 4°C. Os sobrenadantes (45
pl) foram aplicados no gel de poliacrilamida (PAGE) no sistema descontinuo.
A eletroforese foi conduzida a 4°C (geladeira) durante 5 h com a voltagem
constante de 200 V.

Resultados e Discussao

A padronizacdo das condicdes de extracdo de enzimas € crucial para
alcancar bons resultados nas analises eletroforéticas. As amostras de calos
maceradas com 20ul de solucdo de extracdo preparada com Fosfato 1,0 M,
pH 7,0, PVP-40 7,5%, B-Mercaptoetanol 0,75%, glicerol 10% e silica (0,2
mg) apresentaram maior niamero de bandas com melhor definicdo no gel,
indicando essas condi¢cdes as mais adequadas para a avaliagao do efeito da
5-AzaC sob as esterases.

As esterases sdo proteinas que catalisam reacfes de esterificacdo nas
células, neste trabalho 14 esterases de calos de Cereus peruvianus foram
identificadas em gel de poliacrilamida (Figura 01). As a- esterases aparecem
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coradas em preto, as [(-esterases avermelhadas e a/B- esterases em
vermelho escuro. As analises eletroforéticas mostraram que calos cultivados
nas concentragdes de 100 e 150 uM de 5-AzaC, por 30 dias apresentaram
bandas de coloracdo mais intensa, do que os cultivados em concentracdes
mais altas e os controle. As concentragbes de 100 e 150 uM de 5-AzaC
parecem induzir a expressdo de genes de esterases. Os calos mantidos em
300 uM de 5-AzaC, no mesmo periodo, ficaram escuros e com alguns
setores avermelhados. A concentracédo de 300 uM de 5-AzaC, parece inibir a
expressado das esterases, além de causar estresse na cultura de calos.

A metilacdo do DNA tem sido associada com a alteracdo da expressao
génica em diversas espécies de plantas, aumentando as variagbes das
caracteristicas, pois muitos genes podem ser afetados simultaneamente. A
5-azaC é conhecida como um potencial inibidor da metilagcdo do DNA e seus
efeitos na alteracdo dos padrdoes de metilacdo tém sido estudados em nivel
molecular (CASTILHO et al., 1999). Os efeitos da 5-AzaC foram investigados
em algumas espécies vegetais. FARIA et al. (2020) observaram uma
diminuicdo na metilagdo do DNA de folhas de Urucum cultivadas por 60 dias
com 1 uM de 5-Azacitidina e o aumento no teor do antioxidante bixina, em
relacdo as plantas controle. Em cultura de células transformadas de Vitis
amurensis, a utilizacdo de 200 uM de 5-AzaC teve efeito sobre a producéo
de resveratrol e aumento da expressao do gene da desmetilase (KISELEV,
2013). A 5-AzaC foi utilizada na agricultura para aumentar o conteudo de
proteina em semente de trigo e milho (VANYUSHIN et al., 2002). Neste
estudo, a 5-AzaC parece promover alteragées nas sequéncias de DNA que
codificam para as enzimas esterases. Tais alteracdes foram detectadas nos
géis de poliacrilamida, como bandas de intensidade de coloracdo
diferenciadas (Figura 01).
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Figura 01. Esterases de calos de Cereus
peruvianus, cultivados com 5-AzaC. Amostras 1 e 2
—controle, 3e 4 —-100 uM, 5e 6 — 150 uM, 7 e 8 —
200 uM,9e10-250 uM e 11 e 12 — 300 puM.
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Conclusodes

- As condigOes de extracao e de eletroforese para avaliar do efeito da 5-
AzaC sob as esterases de calos de Cereus peruvianus foram padronizadas.
- O agente desmetilante 5-AzaC parece promover alteracbes na expressao
genica da cultura de calos de Cereus peruvianus.

- As concentracbes de 100 e 150 pM de 5-AzaC parecem induzir a
expressao de genes de esterases nos calos.

- A concentragdo de 300 puM de 5-AzaC parece inibir a expressao das
esterases, além de causar estresse na cultura de calos.
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