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RESUMO

No Brasil, 0 género Capsicum possui 32 espécies e tem sido estudado amplamente,
pois é de interesse nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. A espécie Capsicum
annuum possui diversos metabolitos secundarios, dentre eles os capsaicinodides, 0s principios
ativos mais conhecidos, usados principalmente em condimentos alimentares devido a sua
pungéncia, e na medicina popular por possuir acdo antireumatica, anestésica, antioxidante,
anti-inflamatoria, antitumoral, e para problemas intestinais. Métodos de cultura de tecidos
vegetais tém sido utilizados para a producdo in vitro em larga escala de metabolitos
secundarios, de forma padronizada, uniforme e sem influéncia de fatores ambientais bi6ticos
ou abioticos. O objetivo deste trabalho foi induzir calos a partir de explantes foliares de
Capsicum annumm cv. Pimentdo Amarelo, e estudar o padrdo de crescimento destes calos,
com foco na fase de desaceleragdo, quando os calos devem ser subcultivados para o
estabelecimento de suspensdes celulares. Os explantes foram inoculados em meio Murashige
& Skoog (MS) suplementado com os reguladores de crescimento 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético) (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L-) e BAP (benzilaminopurina) (0; 1,0; 2,0 e 4,0
mg L-1) em combinac@es fatoriais. O meio de cultura suplementado com 1,0 mg L- de 2,4-D
e 1,0 mg L-! de BAP resultou na méxima porcentagem de inducdo de calos, em 100% dos
explantes, e no maior peso fresco de calos, 2,125 mg. A curva de crescimento dos calos desta
cultivar apresenta um padrdo sigmoide, com seis fases distintas, sendo que a fase de
desaceleracdo teve inicio apos 21 dias apos a inoculacdo. Por meio deste protocolo € possivel
0 estabelecimento de suspensdes celulares desta variedade, visando a producdo de metabolitos
secundarios in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: Solanaceae, principios ativos, calos.



ABSTRACT

In Brazil, the Capsicum genus has 32 species and has been widely studied as it is of
interest in the food, cosmetic and pharmaceutical industries. The species Capsicum annuum
has many secondary metabolites, including the capsaicinoids, the most known active
principles, mainly used in food flavorings due to their pungency, and in folk medicine for
having anti rheumatic, anesthetic, antioxidant, anti-inflammatory, and antitumor activities,
and for intestinal problems. Plant tissue culture methods have been used for in vitro large-
scale production of secondary metabolites, in a standardized and uniform manner, without
influence of biotic or abiotic environmental factors. The aim of this study was to induce callus
in leaf explants of Capsicum annuum cv. Pimentdo Amarelo, and to study the growth pattern
of these calluses, focusing on the deceleration phase, when the calluses should be subcultured
to establish cell suspensions. The explants were inoculated on Murashige & Skoog (MS)
medium supplemented with the growth regulators 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) (0;
1,0; 2,0 and 4,0 mg L-1) and BA (benzylaminopurine) (0; 1,0; 2,0 and 4,0 mg L-) in factorial
combinations. The culture medium supplemented with 1,0 mg L-* 2,4-D and 1,0 mg L-* BA
resulted in the highest percentage of friable callus induction, in 100% of the explants, and the
highest fresh weight of callus, 2,125 mg. The growth curve of calluses of this cultivar has a
sigmoid pattern, with six distinct phases and the deceleration phase begins 21 days after
inoculation. Through this protocol it is possible to establish cell suspensions of this variety,
aiming at the in vitro production of secondary metabolites.

KEYWORDS : Solanaceae, active principles, callus.
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INTRODUCAO

Esta sendo desenvolvido um projeto na Embrapa Ronddnia que visa buscar meios que
possam diminuir 0 uso de agrotdxicos na agricultura e pecuaria. Rond6nia tem papel
importante na exportagdo de carne bovina, elevando assim a economia do estado, sendo de
grande importancia econémica. Porém, doencas parasitarias que atacam bovinos sdo
causadores de prejuizos. Todos 0s anos 0 agronegdcio tem grandes gastos com perdas de
animais doentes, ou gastos para prevenir as doencas. O grande problema € que para proteger o
gado de doencas, sdo usados agroquimicos, criando assim um ciclo de transtornos,
principalmente ambiental. Por isso faz-se importante os estimulos a pesquisas cientificas que
visem a substituicdo de agroguimicos por produtos naturais, consequentemente diminuindo os
impactos ambientais. Além da pecuaria, Rond6nia tem um importante papel na agricultura
sendo produtor e exportador de café, arroz, cana-de-agUcar, feijdo, mandioca, milho, soja, e
ndo diferente da pecuéria a agricultura passa transtornos nas plantacbes com ataques de pragas
e doencas acarretando prejuizos ao final da safra. Defensivos agricolas biologicos ja sao
usados em grandes plantacdes, porém, seu uso ainda € menor do que o uso de agroguimicos.
Vérias espécies de plantas sdo descritas na literatura como tendo principios ativos capazes de
proteger as plantacdes de pragas e doencas. De acordo com a sabedoria popular, extratos de
pimentas do género Capsicum sdo usados contra lagartas, pulgdes, acaros, fungos, brocas,
cochonilhas, formigas, percevejos, entre outros.

O presente estudo visa estabelecer a indugdo e o padrdo de crescimento de calos
friaveis de Capsicum annuum cv. Pimentdo Amarelo, a partir de explantes foliares inoculados
em meio de cultura contendo diferentes concentracfes de reguladores de crescimento. Esse
trabalho serve de base para futuras pesquisas que tenham como objetivo a suspensao celular, a
identificacdo de metabolitos secundarios e posteriormente a descri¢do dos principios ativos.

Espera-se que o trabalho venha a contribuir nos sistemas de agricultura e pecuaria,
minimizando os impactos ambientais, beneficiando assim a quem faz o uso da agropecuéria
direta e indiretamente.

As tecnologias aplicadas da cultura de tecidos vegetais permitem prever uma fase de
desenvolvimento acelerado para as tecnologias baseadas em procedimentos que tém como
base a diversidade biologica, e utilizando espécies de plantas da Amazénia como mateéria

prima.
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1. OBJETIVOS

1.1 GERAL
Estabelecer um protocolo para o estabelecimento de suspensdes celulares de Capsicum

annuum cv. Pimentdao Amarelo.

1.2 ESPECIFICOS
1. Estabelecer protocolos para inducdo de calos em explantes foliares de Capsicum
annuum cv. Pimentdo Amarelo em meio de cultivo suplementado com reguladores de
crescimento em diferentes concentragoes;
2. Definir a curva de crescimento de calos induzidos em segmentos foliares de Capsicum
annuum cv. Pimentdo Amarelo, objetivando a identificacdo das fases de crescimento,

com foco na fase de desaceleracéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos, o reino vegetal é o que tem contribuido de forma mais
significativa para o fornecimento de metabolitos secundarios, muitos destes de grande valor
agregado devido as suas aplicacbes como medicamentos, cosmeticos, alimentos e
agroquimicos (CROTEAU et al., 2000; PINTO et al., 2002; VIZZOTO et al., 2010).

As plantas produzem substancias provenientes dos metabolismos primario e secundario.
O metabolismo primario fornece as substancias envolvidas nas funcdes basicas essenciais da
vida celular — respiracéo e biossintese de aminoacidos e outras substancias necessarias para a
vida da célula (BRAZ FILHO, 2010).

Os metabdlitos secundarios aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma
espécie, pois sdo responsaveis por diversas atividades biologicas com este fim como, por
exemplo, podem atuar como antibioticos, antifingicos e antivirais para proteger as plantas dos
patdgenos, e também apresentando atividades antigerminativas ou tdxicas para outras plantas,
fitoalexinas. Além disso, alguns destes metabdlitos constituem importantes compostos que
absorvem a luz ultravioleta evitando que as folhas sejam danificadas (FUMAGALI et al.,
2008; LI et al., 1993).

Os metabdlitos secundarios sdo especificos das espécies e participam das interacoes
intra e intercelulares do proprio organismo ou com células de outros organismos; atuam em
processos de polinizacdo pela producdo de substancias que atraem o0s agentes vivos deste
processo ou contribuem para a resisténcia dos organismos pela defesa contra pestes e outras
doencas e estabelecendo a competéncia para a guerra quimica dos ajustes necessarios a
convivéncia e sobrevivéncia ambiental. Assim, por exemplo, 0 metabolismo primario assume
importancia no crescimento e rendimento agricola e 0 metabolismo secundario contribui com
0s aromas, as cores dos alimentos e com a resisténcia contra pestes e doencgas, mantendo a
sobrevivéncia nas condi¢des ambientais favoraveis (BRAZ FILHO, 2010).

Os estudos dos metabolitos secundarios de plantas se desenvolveram aceleradamente
nos ultimos 50 anos. Estes compostos sdo conhecidos por desempenharem um papel
importante na adaptacdo das plantas aos seus ambientes e também representam uma fonte

importante de substancias farmacologicamente ativas. As técnicas de cultura de células de
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plantas iniciaram-se na década de 1960 como uma possivel ferramenta para estudar e produzir
os metabolitos secundarios de plantas. O uso de cultura de células de planta para a producéo
de substancias de interesse contribuiu grandemente para avancos em diversas areas da
fisiologia e bioquimica vegetal. Diferentes estratégias, usando sistemas de cultura in vitro,
foram estudadas com o objetivo de aumentar a producdo de metabdlitos secundarios
(FUMAGALI et al., 2008).

Assim, despertam grande interesse, ndo sé pelas atividades biologicas exercidas pelas
plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pela imensa atividade
farmacoldgica que possuem. Muitos sdo de importancia comercial ndo apenas na area
farmacéutica, mas também nas areas alimentar, agronémica, perfumaria e outras (PEREIRA
& CARDOSO; 2012; SIMOES et al., 2007).

2.2 Capsicum annuum (SOLANACEAE)

O Brasil € o segundo maior produtor de pimentas no mundo e um centro de
diversidade de Capsicum, com o0 maior numero de espéecies do género, pelo menos 32
espécies, das quais somente cinco sao amplamente cultivadas: C. annuum, C. baccatum, C.
chinense, C. frutescens e C. pubescens (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008; MIRANDA,
2014).

Algumas espécies, como a C. annuum, C. chinense e C. frutescens, apresentam
crescimento herbaceo, e pimentas selvagens como C. eximium, desenvolvem-se em arvores,
apresentando formas tanto arbustivas como em tronco (MARTINS, 2015; MOSCONE et al.,
2007). As diferentes espécies e variedades de pimentas podem ser discriminadas por
caracteristicas morfoldgicas, visualizadas principalmente nas flores, e também nos frutos
(CARVALHO et al., 2003; NEITZKE, 2012). As flores sdo bastante semelhantes entre si,
mas os frutos apresentam grande diversidade genética em termos de cores, tamanhos,
formatos, composicdo quimica e grau de pungéncia ou picancia (BORGES et al., 2015;
CHUAH et al., 2008; HEISER, 1979; NASCIMENTO, 2014).

De acordo com o sistema de taxonomia vegetal a classificagdo de plantas do género
Capsicum estdo incluidas no Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida,
Ordem Solanales, Familia Solanaceae, Subfamilia Solanoideae, Tribo Solaneae, Subtribo
Capsicinae, e Género Capsicum. Representando-as, encontra-se um grupo de plantas nao-
pungentes, os pimentdes, e um grupo de plantas pungentes, as pimentas (APG Il, 2003;
HUNZIKER, 2001; MARTINS, 2015).



12

Os frutos de pimenta, além de atrativos, possuem odor, paladar agradavel e
composi¢do quimica diversificada, sendo ricos em vitaminas A, C e antioxidantes. A
pungéncia da pimenta € a principal caracteristica e estd relacionada ao acumulo de
metabolicos secundarios denominados capsaicindides, encontrados apenas no género
Capsicum. De acordo com o nivel de pungéncia, as pimentas sdo destinadas a producéo de
diferentes produtos, tais como molhos, conservas, pimentas desidratadas, paprica e
Oleorresinas (LUTZ e FREITAS, 2008; MIRANDA, 2014).

O género Capsicum pode ser associado a medicina tradicional humana, no combate de
enfermidades em criagfes domésticas. Entretanto, & mais fortemente relacionado a produtos
condimentares, devido aos alcaloides (capsaicindides) contidos em seus frutos. Além disso, as
pimentas deste género também sdo excelentes fontes de P-caroteno, vitaminas A e C
(BARBOSA et al., 2002; LINHARES et al., 2014).

A espécie C. annuum é a mais cultivada, ndo somente no Brasil, mas no mundo todo.
E representada pelos pimentdes e pimentas de consumo fresco ou in natura (MARTINS,
2015; SOUSA, 2012). No Brasil, € a espécie com maior importancia econémica e mais
cultivada. Inclui cultivares de polinizacdo aberta, hibridos de pimentdes doces, pimentas
doces para péaprica, pimenta-americana, e as pimentas picantes jalapefio e cayene, entre
outras, além de cultivares ornamentais (RIBEIRO e REIFSCHNEIDER, 2008).

As pimentas do género Capsicum sdo amplamente cultivadas pelo mundo, sendo
utilizadas como matéria-prima para as industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética
(BENTO et al., 2007; SIGNORINI et al., 2013).

Nos ultimos anos, o pimentdo (Capsicum annuum L. var. annuum) tem se destacado
como uma das hortalicas mais importante do pais. Entre as solanaceas, é a terceira mais
cultivada, sendo superada apenas pelo tomate e pela batata. As mudancas nos sistemas de
cultivo, como a utilizacdo, pelos agricultores, de cultivares mais adaptadas (especialmente
hibridos), mais produtivas e com resisténcia e ou tolerdncia a um nimero cada vez maior de
doencas, sdo tidas como alguns dos principais fatores do aumento da area plantada e da
produtividade (NASCIMENTO, 2005). E a espécie de Capsicum que apresenta a mais ampla
variacdo em tamanho, cor e formato de frutos (HERNANDEZ-VERDUGO et al., 2001).

Essa hortalica esta difundida em todas as regides do Brasil, sendo que as principais
areas de cultivo sdo as regides Sudeste e Centro-Oeste. Sdo comercializadas para o consumo
In natura, conservas caseiras e exportacdo do produto industrializado (COSTA et al., 2010;
MARTINS, 2015; NASCIMENTO et al., 2012; SOUZA et al., 2011).



13

2.3 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

Entende-se por cultura de tecidos vegetais o conjunto de técnicas de cultivo in vitro de
células e tecidos vegetais (explantes) em meio nutritivo sintético, de composicao definida, sob
condigdes adequadas de assepsia, nutri¢do e fatores ambientais como a luz, temperatura, O, e
CO,, para gerar uma planta (QUISEN e ANGELO, 2008).

A aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos pode resolver ou minimizar problemas
através da multiplicacdo sistematizada de plantas; intercambio de material genético; resgate
de germoplasma e preservacdo de material ameagado; reducdo no periodo de germinacéo;
isencdo de pragas e doencas e; uniformizacdo nas pléantulas obtidas (MELO, 2000). O
aumento de interesse das técnicas de cultura de tecido de plantas esta documentada na
literatura recente, abrangendo os mais variados aspectos da agricultura, horticultura, florestas
e da industria farmacéutica (CAPALDI, 2002; POCHET et al., 1991)

Os meios utilizados para cultura de células, tecidos e 6rgaos de plantas fornecem as
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, 0 padrao
de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998).

As técnicas consistem em selecionar explantes, desinfesta-los e cultiva-los em meio
nutritivo mantido sob condigdes assépticas, sendo multiplicacdo dos propagulos feitas através
de sucessivos subcultivos em meio préprio (AMARAL e SILVA, 2003). Explantes sdo
fragmentos retirados dos tecidos das plantas utilizados para iniciar uma cultura de tecido ou
célula vegetal (VALLE, 2003). Contaminacdes que ocorrem frequentemente em culturas de
tecidos vegetais podem ser consequéncia ndo da ineficiéncia da técnica ou descuido do
manipulador, mas sim da presenca de microrganismos endofiticos. E certo que muitas culturas
vegetais derivadas de pequenos segmentos da planta resultam em plantas axénicas, isto €, sem
microrganismos prejudiciais, como virus, e podem ter sua producdo melhorada
posteriormente em campo (AZEVEDO, 1998).

As técnicas de cultura de tecidos envolvem plantas medicinais, com énfase na
micropropagacao, cujos protocolos permitem estabelecer padrdes para a multiplicacdo massal
de vérias espécies. Para a técnica envolvendo a multiplicagdo in vitro, a capacidade dos
explantes sobreviverem, desenvolverem e se multiplicarem é consequéncia de varios fatores,
como o0 genético, o estado fisiologico e as concentracbes enddgenas de hormdénios nos
explantes e as condi¢Ges ambientais de cultivo. Além disso, essa ferramenta biotecnolégica

permite a producdo de metabolitos secundarios in vitro, assegurando, assim, formas
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alternativas para a exploracdo sustentdvel de algumas espécies, principalmente em
ecossistemas ameacados (KOZAY et al., 1997; MORAES et al., 2012).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos vegetais, 0 método de suspensdo celular é
usado para o cultivo em larga escala de células vegetais, a partir das quais metabdlitos
secundérios sdo extraidos. A vantagem desse metodo é fornecer uma fonte continua e segura
de produtos naturais, os quais podem ser produzidos de formas semelhantes ou superiores aos
das plantas inteiras (VANISREE et al., 2004). A producéo in vitro de compostos secundarios
sob condicGes controladas evita flutuagbes nas concentracdes devido a varia¢bes geograficas,
sazonais e ambientais (MURTHY et al., 2014). Estas culturas oferecem a possibilidade de
obtencdo de quantidades desejaveis de compostos, bem como garantir a conservacao

sustentavel e utilizacdo racional da biodiversidade (COSTE et al., 2011).

2.3.1 Reguladores de Crescimento

Reguladores de crescimento vegetal sdo compostos sintéticos com acgdo igual ou
semelhante aos horménios naturais das plantas (VALLE, 2003). Séo utilizados na cultura de
tecidos para garantir um nivel de crescimento bésico e sdo igualmente importantes para
direcionar a resposta do explante em desenvolvimento, sendo o sinergismo entre auxina e
citocinina determinantes no controle da morfogénese in vitro (NASCIMENTO, 2006).
Enquanto uma alta razdo auxina/citocinina estimula a formacédo de raizes, uma baixa razdo
leva a formacéo de partes aéreas; e em niveis intermediarios, o tecido cresce como um calo
indiferenciado (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Para a formacdo de calos, a composicdo do meio de cultura e a presenca de
reguladores de crescimento sdo fatores determinantes no estabelecimento da competéncia e
determinacdo destas células, condi¢des necessarias para a formacdo de meristemas caulinares
e/ou radiculares (KERBAUY, 1999).

No meio de cultura utilizado é imprescindivel que haja um balanco entre os
reguladores de crescimento, ou seja, uma combinacao eficiente entre auxinas e citocininas. No
entanto, esta combinacdo também depende da espécie, do tipo e da idade do tecido utilizado
na cultura. Ao utilizar explantes de plantas adultas, as respostas a um regulador de
crescimento s&o diferentes em relagdo ao tecido jovem, por exemplo (SOUZA, 2007).

A formacdo de calos tem sido obtida principalmente através do uso de auxinas como
2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e AIB (acido indol 3-butirico), embora o 2,4-D tem se

mostrado mais eficaz na formacdo de calos, 2,4-D é a auxina sintética que auxilia no
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desenvolvimento do calo (REIS et al., 2007; SOUZA, 2007). As auxinas sao hormonios
vegetais produzidos principalmente nas regides apicais que, transportados para outros locais
da planta, participam do seu crescimento e diferenciacdo. Esses fitorreguladores podem ser
necessarios para complementar o teor endégeno ou suprir as necessidades de meristemas
isolados. Quantidades excessivas de auxina sintética 2,4-D tendem a estimular a formacao de
calo (SMITH e MURASHIGE, 1970).

Dentre os reguladores de crescimento utilizados na fase de multiplicacdo celular
destacam-se as citocininas, as quais participam de varios processos fisiologicos e de
desenvolvimento, morfogénese da parte aérea e das raizes e senescéncia (CALDAS, et al.,
1998). Dentro do grupo de citocininas encontramos BAP (benzilaminopurina) e KIN
(cinetina), as quais sdo empregadas para formacdo de brotos, sendo BAP mais eficaz na
multiplicacdo celular, formando calos nos explantes (SOUZA et al., 2003). Um dos
reguladores de crescimento utilizados nos meios de cultura é o tidiazuron (N-fenil-N"-1,2,3-
tiadiazol-5-ylureia), possui alta atividade de citocinina em cultivos in vitro, quando utilizado
em pequenas concentracOes, seu efeito € mais conhecido na micropropagacdo de espécies
lenhosas (MOK et al., 1982).

2.3.2 Calogénese

Calos sdo massas de células desorganizadas, com tamanhos e coloracdes diferentes
que podem ser formados a partir de uma ou vérias células com potencial de diferenciacao
(CARVALHO et al., 2013; IKEUCHI et al., 2013). Estas estruturas se desenvolvem em
resposta a substancias quimicas ou lesdes fisicas, em condi¢bes hormonais determinadas
(LIMA et al., 2008; MANTELL et al., 1994).

Os tecidos vegetais possuem totipoténcia e alta plasticidade para a diferenciacao
celular, principalmente quando colocados em contato com meios de culturas adequados na
presenca ou ndo de reguladores de crescimento sofrendo sucessivas divisdes celulares e
formando aglomerados de células denominados calos (IKEUCHI et al., 2013).

Estudos com calos devem ser desenvolvidos para determinar as condigOes de cultura que
os explantes requerem para sobreviver e crescer. O cultivo de calos pode ser utilizado para se
estudar o desenvolvimento celular, explorar produtos provenientes do metabolismo primario e
secundario, obter suspensdo celular e propagacdo via formagdo de gemas ou embribes
somaticos (LANDA et al., 2000; SANTOS et al., 2005; SIQUEIRA e INOUE, 1992). A

cultura de calos tem permitido o estabelecimento in vitro, 0 que, consequentemente,
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proporciona a propagacdo em larga escala de diversas espécies. No entanto, ainda estdo em
fase inicial de exploracdo as possiveis mudangas no tecido vegetal capaz de induzir a
formacéo de calos (PAIVA NETO et al., 1997; SANTOS et al., 2003).

Em relacdo aos reguladores de crescimento vegetal, a inducdo de calos friaveis é
geralmente favorecida por uma alta relagdo auxina/citocinina, assim como pela adicdo de
outros componentes ao meio de cultivo ou mesmo pelo gendtipo empregado (COSTA et al.,
2008; PESCADOR et al., 2000).

Alguns calos sdo fortemente lignificados e passam a apresentar uma textura mais rigida,
fazendo com que estes sejam divididos com maior facilidade em pequenos fragmentos.
Quando sdo facilmente separados sdo denominados calos fridveis, ou seja, esmigalhavel,
fragmentavel com facilidade, de facil separacdo. Podem apresentar coloracGes amareladas,
brancas, verdes ou pigmentadas com antocianina, essa pigmentacdo pode ser uniforme em
toda a extens@o do calo, ou algumas regifes podem permanecer sem pigmento (DODDS e
ROBERTS, 1985; VALLE, 2003). Para a obtengdo de culturas embriogénicas é indispensavel
a inducdo de calos fridveis, por possuir células arredondadas e com caracteristicas
meristematicas. A friabilidade é capacidade das células vegetais se separarem uma das outras
quando cultivadas in vitro (VASCONCELOS et al., 2012). Os calos friaveis se diferem dos
calos compactos, pois os calos compactos as células sdo justapostas, de maiores dimensdes e
vacuoladas (NARAYANASWAMY, 1994; PILATTI, 2011; VALLE, 2003).

2.3.3 Curva de Crescimento de Células de Calo

Durante o cultivo in vitro, a importancia de se estabelecer a curva de crescimento de
calos de determinada espécie esta na identificacdo das fases em que ocorrem processos
fundamentais ao estudo cinético do seu crescimento. A partir desse estudo, pode-se
estabelecer o momento exato de repicagem dos calos para um novo meio ou a possibilidade
da sua utilizacdo em suspens6es celulares, visando a produgdo de metabdlitos secundarios em
especies medicinais (NOGUEIRA et al., 2008; SOARES, 2003).

A partir da determinacdo das fases lag, exponencial, linear, desaceleracdo e
estacionaria da curva de crescimento de calos, pode-se determinar o indice mitético para cada
fase desta curva, o que torna possivel estipular o intervalo médio dos subcultivos (GUERRA
etal., 1999; STEIN et al., 2010).

O crescimento in vitro de calos geralmente apresenta um padrdo sigmoidal, com seis

fases. A fase lag se caracteriza como fase de maior producdo de energia, correspondendo ao
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periodo em que as células se preparam para a divisdo, visando sua expansdo. Ocorre 0 inicio
da mobilizacdo de metabolitos primarios, sem qualquer divisdo celular, sintese de proteinas e
de compostos especificos. Essa fase resulta em um pequeno crescimento dos calos. A fase
exponencial é biossintética. Observa-se o maior crescimento dos calos, devido a maxima taxa
de divisdo celular, caracteristica desse periodo. O numero de células aumenta. Na fase linear
ha diminuicdo da divisdo celular, mas aumento de volume celular. A fase de desaceleracéo é o
momento em que as culturas devem ser transferidas para outro meio, ideal para a repicagem
dos calos, devido a reducdo de nutrientes, producdo de produtos toxicos, secagem do agar e
reducdo do oxigénio no interior das células. Na fase estacionaria ocorre maior acimulo de
metabolitos secundarios. Na fase declinio as células perdem peso devido & morte celular
(CASTRO et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2008; SMITH, 1992).

2.4 CONTRIBUICOES PARA O DESENVOLVIMENTO REGIONAL

O uso continuo e indiscriminado de produtos quimicos na agricultura pode trazer
sérios prejuizos a saude humana e ao meio ambiente (FREIRE et al., 2016).

Nas Ultimas duas décadas com o aumento dos problemas da resisténcia de insetos a
inseticidas organo sintéticos, ressurgéncia e erupcdo de pragas, e os problemas advindos do
uso indiscriminado de inseticidas organo sintéticos sobre inimigos naturais, meio ambiente e
homem e sobretudo o desenvolvimento da agricultura organica (onde o uso de defensivos
organo sintéticos € proibido) aumentou o interesse no mundo inteiro pelos inseticidas
botanicos. Adiciona-se ainda o rapido aumento do custo de sintese de novos produtos e a
crescente dificuldade de se descobrir novas classes de compostos com acdo inseticida.
Enquanto os dezenove principais pesticidas foram introduzidos no periodo de 1961 a 1970,
oito foram introduzidos no periodo de 1971 a 1980 e somente trés na primeira metade do
periodo de 1981 a 1990. Espera-se que a taxa de introdugdo de novos pesticidas continue a
diminuir a ndo ser que novas inovacfes sejam introduzidas no desenvolvimento destes
produtos (BERENBAUM, 1988; CHIU, 1988; CLOUGH et al., 1994; MOREIRA et al.,
2005).

Um novo passo a frente, comparavel ao advento da agricultura, esboga-se nos dias
atuais, com a substituicdo dos recursos bioldgicos naturais por outros, mais adequados ao uso,
gerados a partir da intervencdo humana nos processos naturais. E a Era da Biotecnologia,
guando os conhecimentos acumulados ao longo dessa mesma Histdria, nas Ciéncias Naturais,

sdo potencializados como recursos e viabilizados em beneficio do Homem (MANFREDI,
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2003). O processo de descoberta e desenvolvimento de compostos bioativos é complexo,
longo e de alto custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovacgdes cientificas e
tecnoldgicas (JOSHI, 2007). Os efeitos do biofertilizante no controle de pragas e doencas de
plantas tém sido bem evidenciados (MEDEIROS e LOPES, 2006).

A cultura de tecidos vegetais, pertencente a area de biotecnologia, inserida no campo
da Biologia, possui Vvérias aplicagbes praticas utilizadas amplamente na agricultura
(SACCHET, 1999). As culturas de células vegetais apresentam uma variedade de
caracteristicas de crescimento e de producdo de metabdlitos secundarios (BUFFA et al.,
2002). A diversidade de metabdlitos secundarios presentes nas plantas, vem despertando o
potencial na agricultura, para utilizacdo desses compostos na ativacdo de rotas de defesa de
plantas contra fitopatégenos (PADILHA et al., 2007).

Em nenhum lugar do mundo existem mais espécies de flora e fauna do que na
Amazodnia. Esse imenso patrimbnio genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na
atualidade valor econdémico-estratégico inestimavel em varias atividades, mas é no campo do
desenvolvimento de novos compostos quimicos que reside sua maior potencialidade
(CALIXTO, 2003; GUIMARAES, 2015).

Um importante fator que pode diminuir drasticamente os valores finais da producéo de
uma dada cultura é a presenca de pragas no campo e o consequente desenvolvimento de
doencas. Com relacdo as bactérias e fungos, sua importancia como patégenos de plantas se
deve ndo s6 a gravidade das doencas que causam nas culturas de valor econémico, mas
também a facilidade com que podem se espalhar. A defesa contra pragas fitopatdgenas tem
sido inegavelmente o maior problema que a humanidade tem enfrentado na producdo de
alimentos (FRANKEL, 1977; SILVA, 2013).

Na agricultura, Rondénia é um estado que vem se destacando neste setor, sendo hoje
considerada a nova fronteira do agronegocio no Brasil, atraindo cada vez mais investimentos
e com isso emprego e renda para a populacdo. A economia do estado de Rond6nia tem como
principais atividades a agricultura, a pecuéria, a industria alimenticia e o extrativismo vegetal
e mineral (IDARON, 2013; TABORDA, 2015). Nessa perspectiva de desenvolvimento busca-
se usar pesquisas que abordem biotecnologia vegetal que permita entender os mecanismos e
processos de regulacdo de vias metabolicas visando a producdo de compostos de interesse
(TORRES, 1998).
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3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho experimental foi desenvolvido no laboratério de cultura de tecidos vegetais

da Embrapa Rondénia, em Porto Velho.

3.1 INDUCAO DE CALOS

No laboratdrio de cultura de tecidos vegetais, na Embrapa, usando a camara de fluxo
horizontal, as sementes de Capsicum annuum cv. Pimentdo Amarelo foram submersas em
alcool 70% (v/v) por 1 minuto e em hipoclorito de sédio 2,0% (v/v) por 10 minutos e em
seguida a repeticdo de trés enxagues com agua destilada. As sementes foram colocadas em
placas de Petri esterilizadas, e posteriormente inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL
de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), para germinagdo. Apos 50 dias, 0s explantes
estavam com aproximadamente 8,0 cm, adequados para serem segmentados e inoculados em
meio suplementado com reguladores de crescimento.

Em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS, foram inoculados segmentos de
explantes foliares de C. annuum cv. Pimentdo Amarelo. Ao meio foram adicionados o0s
reguladores de crescimento 2,4-D (4cido 2,4 diclorofenoxiacético) (0; 1,0;2,0e4,0mg L™) e
BAP (benzilaminopurina) (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L™) em combinac®es fatoriais, perfazendo um
total de 16 tratamentos. Os cultivos foram mantidos sob fotoperiodo de 16 horas, a 26+1°C.
Ap0s 42 dias o percentual de explantes com calos fridveis foi avaliado.

Os calos foram pesados para avaliacdo da sua massa fresca, como parametro para
avaliar a proliferacdo de células de calos.

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, a 5%.

3.2 ESTABELECIMENTO DA CURVA DE CRESCIMENTO DOS CALOS

O tratamento que resultou na maior massa fresca de calos foi repetido para a
identificacdo do padrdo de crescimento dos calos. Segmentos foliares foram inoculados em
tubos de ensaio contendo 10 mL de meio com metade dos sais minerais do meio MS (MS
50%), pH 5,8, suplementado com 15,0 g L™ de sacarose, 6,0 g L™ de 4gar, 1,0 mg L™ de 2,4-
D e 1,0 mg L de BAP. Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento a 26+1°C e

fotoperiodo de 16 horas. A cada sete dias, durante 42 dias, trés repeticdes foram pesadas para
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estabelecimento da curva de crescimento, identificando-se suas fases. Os dados foram
submetidos a analise de regressdo. Para determinagdo das fases de crescimento dos calos, a
equacdo da reta foi aplicada para a obtencdo do peso fresco referente aos 42 dias da cultura
(Apéndice A), e entdo foi utilizado o seguinte critério:

Fase lag: quando as diferencas entre os pesos dos dias considerados e dos dias
subsequentes s&o menores ou igual a zero.

Fase exponencial: quando as diferencas entre os pesos dos dias considerados e dos dias
subsequentes sdo crescentes.

Fase linear: quando as diferengas entre os pesos dos dias considerados e dos dias
subsequentes sdo estaveis.

Fase de desaceleracdo: quando as diferencas entre os pesos dos dias considerados e dos
dias subsequentes sdo decrescentes.

Fase estacionaria: quando as diferencas entre os pesos dos dias considerados e dos dias
subsequentes tendem a zero.

Fase de declinio: quando as diferencas entre os pesos dos dias considerados e dos dias

subsequentes sdo negativas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 INDUCAO DE CALOS

Aos sete dias apds inoculacdo nos meios suplementados com reguladores de
crescimento, houve intumescimento foliar e o consequente inicio da formagdo de calos. No
meio sem reguladores de crescimento, ndo se observou indugdo de calos, 0 que evidencia a
necessidade da suplementacdo destes para que a inducdo ocorra (Tabela 1). O tratamento com
1,0 mg L™ de BAP também n#o resultou em inducdo de calos nos explantes. E evidente a
interacdo positiva de 2,4-D e BAP, bem como a baixa eficiéncia de cada um deles
isoladamente, sendo que a utilizacdo de uma auxina (neste caso 2,4-D) e uma citocinina
(BAP) é normalmente preconizada na literatura para a inducdo eficiente de calos. E possivel
observar uma faixa 6tima de 100% de indugdo de calos friaveis, com a suplementacdo do
meio de cultivo com 1,0 e 2,0 mg L™ de 2,4-D em combinagdo com 1,0, 2,0 e 4,0 mg L™ de
BAP. Pode-se inferir que, acima de 2,0 mg L™ de 2,4-D, ocorreu saturacdo, ou efeito t6xico
do regulador de crescimento nos explantes.

A inducdo de calos fridveis também foi registrada por Santos et al. (2005) que
constataram que houve a inducdo de calos fridveis nos explantes foliares de Salix (Salyx
humboldtiana Willd), sendo uma producao significativa usando 6,0 mg L-* de 2,4-D.

O desenvolvimento de calos usando o0 BAP também foi relatado por Barbosa et al.
(1994), que trabalharam com explantes da espécie Capsicum annuum e observaram que 0S
meios contendo concentracGes mais elevadas de BAP e tidiazuron promoveram a inducdo e
producdo de calos nos explantes provenientes de plantulas. Pasqual (2001), relata que
citocininas sdo necessarias para a divisdo celular das plantas com resultados positivos na
inducdo de calo. Agrawal et al. (1989), concluiram que para a indu¢édo de calos de C. annuum
L. cv. Mathania, faz-se necessario as concentracdes em meios suplementado com 0,5mg L
'de KIN+ 0,5mg L™ de 2,4-D. Farias Filho (2006), relata que no experimento com C.
annuum houve calogénese utilizando 2,0 mg L™ de 2,4-D, e com a espécie C. chinense
também houve formacéo de calos no meio suplementado com 1,5 mg L™ de 2,4-D. Torres et
al. (1998) citam que o regulador vegetal 2,4-D apresenta carater indutor para o0
intumescimento e calosidade. Segundo Taiz e Zeiger (2009), as auxinas s@o responsaveis pelo
inicio da divisdo e pelo controle dos processos de crescimento e alongamento celular, sendo
indispensaveis para a formacdo de calos. Kittipongpatana et al. (2007), observaram a

calogénese em explantes foliares de C. annuum em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de
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2,4-D e 0,1 mg L' de BAP. J& Umamaheswari e Lalitha (2007) constataram o melhor
tratamento 2,0 mg L de 2, 4-D e 0,5 mg L™ de KIN, para a producdo de calo de explante
foliar de C. annuum. Kintzios et al. (2000), trabalhando com a mesma espécie, definiram que
30mgLYde 2,4-De 29 mg L*de BAP sdo as melhores concentracdes para a indugio de

calos em explante foliar.

Tabela 1: Porcentagens de indugéo de calos em explantes foliares de Capsicum annuum cv. Pimentdo
Amarelo sob diferentes concentra¢fes de BAP e 2,4-D no meio de cultivo, apos 42 dias de cultivo.

2,4-D(mgL?)
BAP (mg L™) 0 1 5 4
0 0Bc 20 Bab 30 Ba 30 Ca
1 0Bc 100 Aa 100 Ab 50 ABb
2 40 Ac 100 Aa 100 Aa 60 Ab
4 40 Ac 100 Aa 100 Aa 40 BCb

*Médias seguidas pela mesma letra maiuscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna; médias
seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si dentro da mesma linha, pelo teste de Tukey
a 5%.

Kehie et al. (2012) observaram que no meio MS contendo 2,0 mg L™ de 2,4- D e 0,5
mg L™ de KIN induziram a formag&o de células de calos de C. chinense Jacq. cv. Naga King
Chili. Gunay e Rao (1978), no trabalho com explantes de hipocotilo em uma espécie hibrida
de C. frutescens (Bharath), afirmam que houve enraizamento e formacdo de calos em meios
contendo 1,0 mg L™ de AIA + 2,0 mg L™ de BAP.

Palu et al. (2004) relatam em seu trabalho que trata da producdo de calogénese em
anteras de Coffea arabica L que o aumento da producédo de calos ocorreu até a concentracao
de 2,0 mg.L™" de 2,4-D, ponto a partir do qual o regulador de crescimento passou a inibir a
producdo de calos, provavelmente devido a um efeito fitotdxico promovido por concentracfes
superiores a essa; a melhor resposta para inducdo de calos foi na concentracio de 2,0 mg L™
de 2,4-D e 1,9 mg L™ de cinetina. J& os autores Rady e Nazif (1997) usando as concentragdes
de 2,0 mg L™ de 2,4-D e 2,0 mg L de BAP, observaram resultados significativos na
producdo de calos derivados de hipocoétilos de Cassia acutifolia Del. (Fabaceae-
Caesalponioideae). No experimeto de Feitosa et al. (2013) com explantes foliares de Jatropha
curcas L., houve interacéo significativa entre os reguladores de crescimento BAP e AIB para
as variaveis analisadas; todos os tratamentos com BAP e AIB formaram calos compactos, 0s
quais variaram em tamanho de acordo com as combinagdes de suas concentragdes,

verificando-se uma maior formagdo de calos nas concentracdes de 1,9 mg L™ e 1,87 mg L™
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de BAP com 0,79 mg L™ e 0,72 mg L™ de AIB e as porcentagens de 99,28% e 99,82% de
formacéo de calo, respectivamente.

Santos et al. (2003) estudando a inducdo de calos em segmentos foliares de Coffea
arabica, observaram que o uso isolado da auxina 2,4-D, nas concentracdes de 0,5, 1,0 e 1,5
mg L, proporcionou, respectivamente, 61%, 67% e 69% de producéo de calos, sendo que
concentracdes de 2,4-D superiores a 1,5 mg L™ inibiram a formacdo de calos. Rodrigues e
Almeida (2010) no experimento com segmentos foliares, observaram que, no cultivo de calos
da espécie Cissus sicyoides a concentracdo de 4,0 mg L™ de BAP promoveu o maior niimero
de calos compactos e o maior niimero de calos friaveis foi obtido utilizando-se 12,0 mg L™ de
BAP. No trabalho de Werner et al. (2009) a inducdo de calos em explantes foliares de
Caesalpinia echinata ocorreu em meios contendo 2,4-D, e as melhores respostas ocorreram
em foliolos juvenis nas concentracdes mais baixas de 5,0 a 20 mg L™ e foliolos jovens nas
concentracdes mais elevadas 50 e 100 mg L™.

ConcentragOes semelhantes de auxinas e citocininas no meio de cultura promovem a
inducdo de calos, e as respostas as interacGes desses reguladores de crescimento podem variar
de acordo com as especificidades do regulador, de explantes e genotipicas (CORDEIRO et al.,
2007).

O mesmo padrdo observado quanto as porcentagens de inducdo de calos se repetiu
quanto a proliferacdo de células de calo, avaliada por meio da massa fresca dos explantes. Os
maiores valores observados para massa fresca dos explantes foliares foram os tratamentos
com combinacdes de 1,0 e 2,0 mg L™* de 2,4-D e 1,0, 2,0 e 4,0 mg L™ de BAP (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias do peso da massa fresca (mg) de calos em explantes de Capsicum annuum cv.
Pimentdo Amarelo submetidos a combinagdes fatoriais de 2,4-D (0; 1,0; 2,0; e 4,0 mg L") e BAP (0;
1,0; 2,0; e 4,0 mg L™), apds 42 dias de cultivo.

2,4-D(mgL™)
BAP (mg L™) 0 1 5 4
0 129 Bd 325 B¢ 442 Bb 533 Ca
1 124 Bc 2.125 Aa 2.098 Aa 1.150 Ab
2 782 Ac 2.037 Aa 1.998 Aa 1.249 Ab
4 813 Ac 2.025 Aa 2.128 Aa 914 Bb

*Meédias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna; médias
seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si dentro da mesma linha, pelo teste de Tukey
a 5%.
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Oliveira (2014) verificou que nos calos de brotos de Physalis angulata houve varia¢do na
biomassa fresca com diferencgas significativas entre as concentragdes na presenga e auséncia
de 2,4-D. A biomassa fresca foi de 2.580 mg, obtida na presenca de 2,5 mg L™ de 2,4-D, e de
2.810 mg na auséncia de reguladores. Feitosa et al. (2013) observaram que, 40 a 45 dias ap0s
a inoculagdo, o segmento foliar de pinh&o-manso (Jatropha curcas L.), em meio MS
suplementado com 1,0 mg.L™* de BAP e 0,5 mg.L™ de AIB apresentou valores médios de
2,038 mg de massa fresca. Rocha (2014) constatou que os maiores valores de massa fresca
dos explantes foliares de Cissus verticillata foram obtidos nos tratamentos contendo apenas
BAP na suplementacéo, com 4,0; 1,0 e 2,0 mg L™, resultando em 18.190; 14.030 e 12.330 mg

de massa fresca, respectivamente.

4.2 ESTABELECIMENTO DA CURVA DE CRESCIMENTO DOS CALOS
O crescimento dos calos seguiu uma curva do tipo sigmoide, com seis fases distintas: lag,
exponencial, linear, desaceleracao, estacionaria e de declinio (Figura 1).

Figura 1. Curva de crescimento de calos de Capsicum annuum cultivados em meio MS suplementado

com 1,0 mg L™ de 2,4-D e 1,0 mg L™ de BAP durante 42 dias de cultivo.
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A curva de crescimento de C. annuum cv. Pimentdo Amarelo demonstrou a fase lag

nos dias que compreenderam do dia da inoculacdo até o 2° dia. Nesta fase comecga a
mobilizacdo de metabolitos, sintese de proteinas e metabdlitos, sem multiplicacdo celular
(SANTOS et al., 2010). Souza et al. (2015) relatam que a fase lag na curva de crescimento de
explantes foliares de Capsicum annuum var. annuum cv. lberaba Jalapefio compreendeu do

dia da inoculacdo até o 12° de cultivo. Guimardes (2015) no estudo da calogénese em
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explantes foliares de Piper permucronatum, verificou que a fase lag, onde as células do
explante se preparam para a diviséo celular e produgdo de energia, ocorreu até o 21° dia ap6s
a inoculacéo.

A fase exponencial da curva de crescimento de C. annuum cv. Pimentdo Amarelo deu-
se entre 0 2° a 16° dia. Nesta fase a divisdo celular alcanca seu méximo (SANTOS et al.,
2010). Farias Filho (2006) relata que houve formacéo de calos fridveis a partir do 7° dia de
inoculacdo em anteras de Capsicum ssp. Ja Barany et al. (2005) em cultura de anteras,
observaram a formacéo de calos a partir do 6° dia de inoculagdo em C. annuum. Nogueira et
al. (2008) concluiram em seu trabalho que a fase exponencial estendeu-se do 20° ao 40° dia de
cultivo, em explantes foliares de murici-pequeno (Byrsonima intermedia).

A fase linear da curva de crescimento de C. annuum cv. Pimentdo Amarelo deu-se
entre os 16° a 20° dia. Nesta fase ocorre reducdo da divisdo celular e aumento da area celular
(SANTOS et al., 2010). Bastante diferente foram os resultados encontrados por Abbade et al.
(2010), em experimento com ipé-branco, onde se observou o periodo de crescimento linear
entre 0s 45° e 60° dias da inoculacao.

A fase de desaceleracdo de C. annuum cv. Pimentdo Amarelo ocorreu entre 0 20° e 0
32° dia ap0s a inoculagdo. Nesta fase a divisdo celular diminui, bem como a expansdo das
células (SANTOS et al., 2010). De acordo com Torres (2013) o inicio do processo de
repicagem deve ocorrer na fase de desaceleracdo, quando a divisdo celular diminui e ocorre a
expansdo das células; a repicagem deve terminar antes do inicio da fase estacionaria, pois
neste momento ndo ocorre mais divisdo celular, ndo ha sintese de biomassa ou aumento do
namero de células. Assim, ao determinar a curva de crescimento dos calos, pode-se
estabelecer o momento exato de repicagem para um meio fresco ou a possibilidade da sua
utilizacdo em suspensdes celulares, podendo visar a producdo de metabolitos secundarios em
espécies medicinais (SMITH, 1992; PORTO, 2013). Azevedo (2003) verificou que na espécie
Copaifera langsdorffii Desf. a fase de desaceleracdo ocorreu entre 0 126° e 0 154° dia ap0s a
inoculacdo e que a fase estacionaria ocorreu a partir do 154° dia apds a inoculacdo, sendo esta
a fase em que ndo ocorre mais divisdo celular.

A fase estacionéria da curva de crescimento de C. annuum cv. Pimentdo Amarelo deu-
se entre 0 32° a 34° dia. Nessa fase se tem o maior acumulo de metabdlitos secundarios
(SMITH, 1992; CASTRO et al., 2008). Resultado diferente foi observado no trabalho de
Kittipongpatana et al. (2007), que observaram a fase estacionaria no 21° dia de cultivo em

explantes de folhas de Capsicum annuum L.
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Na cultivar C. annuum cv. Pimentdo Amarelo, a fase de declinio compreendeu do 34°
ao 42° dia, no qual ndo havia mais producdo de calos. Nesta fase h& perda de peso devido a
morte celular (SANTOS et al., 2010). J& no trabalho de Umamaheswari e Lalitha (2007) foi
constatado que a maior producéo de células de calos em explante foliar de C. annuum ocorria
aos 30 dias apos a inoculagdo. Diferentemente, Amaral (2003), ao trabalhar com explantes de
cenoura (Daucus carota L.), observou um aumento significativo de calos cultivados com 30 e
60 dias de inoculacdo. Rossato (2015) relata que apds o 422 dia da inoculacdo ja era possivel
observar um breve declinio da curva de crescimento dos calos de segmentos nodais de
gabirobeira (Campomanesia adamantium), indicando o inicio da fase de declinio. Lopes et al.
(2016) concluiram que ao final de 91 dias os calos de Hilocereus undatus entraram na fase de
declinio, em processo de senescéncia. Essa diferenca de dias do inicio da fase de declinio

relatada pelos autores se da pela diferenca de gendtipos estudados.
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CONCLUSOES

Para a inducdo de calos em explantes foliares de Capsicum annuum recomenda-se 0
meio de cultura com metade da concentracdo dos sais MS, suplementado com os reguladores
de crescimento na concentracdo de 1,0 mg L * de 2,4-D e 1,0 mg L * de BAP.

Conclui-se ainda que a curva de crescimento dos calos de C. annuum apresenta um
padrdo sigmoide, com seis fases distintas de crescimento (fases lag, exponencial, linear,
desaceleracdo, estacionaria e declinio). Os calos sdo de aspectos fridveis, ou seja, as células
sdo globulares, de vactolos pequenos, possuem células facilmente separaveis umas das
outras, sendo indicados para estudos de células em suspensdo. O subcultivo dos calos em
meio liquido visando ao estabelecimento de suspensdes celulares deve ser feito no inicio da

fase de desaceleracdo, que ocorre no 21° dia de cultivo.
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APENDICE - A

A Determinacao das fases de crescimento dos calos em explantes de Capsicum annuum cv.
Pimentdo Amarelo, a equacdo da reta foi aplicada para a obtengé@o do peso fresco referente
aos 42 dias de cultivo.

DIAS APOS PESOS 1 PESOS

INOCULACAO | FRESCOS (mg) INFERIDOS 2d@i+1) — d(@) FASES
0 25 9,9762 -17,0054 lag
1 -7,0292 -5,9914 lag
2 -13,0206 4,3608 exponencial
3 -8,6598 14,0512 exponencial
4 5,3914 23,0798 exponencial
5 28,4712 31,4466 exponencial
6 59,9178 39,1516 exponencial
7 73 99,0694 46,1948 exponencial
8 145,2642 52,5762 exponencial
9 197,8404 58,2958 exponencial
10 256,1362 63,3536 exponencial
11 319,4898 67,7496 exponencial
12 387,2394 71,4838 exponencial
13 458,7232 74,5562 exponencial
14 515 533,2794 76,9668 exponencial
15 610,2462 78,7156 exponencial
16 688,9618 79,8026 linear
17 768,7644 80,2278 linear
18 848,9922 79,9912 linear
19 928,9834 79,0928 linear
20 1008,0762 77,5326 desaceleragao
21 1119 1085,6088 75,3106 desaceleragao
22 1160,9194 72,4268 desaceleracao
23 1233,3462 68,8812 desaceleracgao
24 1302,2274 64,6738 desaceleragao
25 1366,9012 59,8046 desaceleragao
26 1426,7058 54,2736 desaceleragao
27 1480,9794 48,0808 desaceleragao
28 1574 1529,0602 41,2262 desaceleragao
29 1570,2864 33,7098 desaceleragao
30 1603,9962 25,5316 desaceleragao
31 1629,5278 16,6916 desaceleragao
32 1646,2194 7,1898 estacionaria
33 1653,4092 -2,9738 estaciondria
34 1650,4354 -13,7992 declinio
35 1560 1636,6362 -25,2864 declinio
36 1611,3498 -37,4354 declinio
37 1573,9144 -50,2462 declinio
38 1523,6682 -63,7188 declinio
39 1459,9494 -77,8532 declinio
40 1382,0962 -92,6494 declinio
41 1289,4468 -108,1074 declinio
42 1209 1181,3394

! Valores obtidos a partir da equagao da reta (y = -0,1103x* + 5,8379x° - 22,733x + 9,9762).
2 Diferencas entre os pesos do dia considerado e do dia subsequente.



