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RESUMO

Dentre as espécies de Piperaceae se destaca Piper tuberculatum, planta nativa da
Amazonia, utilizada na medicina popular devido as suas atividades sedativas, analgésicas,
antiofidicas e digestivas. As plantas sdo ricas em metabdlitos secundarios bioativos, incluindo
alcaldides, amidas, flavondides e terpenos, possuindo assim importancia econdmica e
medicinal. Tendo em vista a crescente demanda por produtos naturais bioativos, um método
que permita a producdo de mudas de Piper tuberculatum em um periodo de tempo reduzido e
livre de doencas se torna promissor. Neste contexto a micropropagagdo surge como uma
alternativa viavel para a regeneracdo de plantas que apresentam dificuldades de reproducao
natural ou quando os métodos convencionais de propagacao vegetativa ndo se tornam viaveis.
O objetivo dessa pesquisa foi estabelecer um sistema para regeneracdo in vitro de plantas de
P. tuberculatum. Foram utilizadas folhas de plantas in vitro, as quais foram inoculadas em
meio Murashige & Skoog suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0;
3,0; 40 mg LY, BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 10,0; 10,2 mg L) , ANA (0,0; 5,0 mg L™Y).
Foram avaliadas as variaveis de média de inducéo de calos (IC), a média da area do explante
coberto por células de calos (AECC) e o numero de brotaces por explante. Foi observada
inducdo de calos entre 75 e 100% nos tratamentos com combinacdes de 2,0 mg L de BAP
com 2,0 mg L de 2,4-D; 3,0 mg L de BAP com 4,0 mg L de 2,4-D e 10,2 mg L de BAP
com 5,0 mg L de ANA. Em relacdo a area do explante coberta por células de calo, os
tratamentos mais representativos foram 3,0 mg L' de BAP com 4,0 mg L de 2,4-D; 2,0 mg
Lt de BAP com 4,0 mg L de 2,4-D e 10,0 mg L™ de BAP com 5,0 mg L de 2,4-D. Os
maiores niimeros de brotagBes por explante foram observados com 4,0 mg L' de BAP com
1,0 mg L't de 2,4-D e 4,0 mg L de BAP com 2,0 mg L? de 2,4-D. Para a regeneracéo de
plantas de P. tuberculatum a partir de explantes foliares, recomenda-se o uso de 4,0 mg L™ de
BAP com 1,0 mg L de 2,4-D. Todas as plantas foram aclimatizadas com sucesso.

PALAVRAS-CHAVE: Calogénese, brotacdes, Piperaceae.



ABSTRACT

Among the species of Piperaceae stands Piper tuberculatum, plant native to the Amazon, used
in folk medicine for its sedative, analgesic, antiophidian and digestive activities. The plants
are rich in bioactive secondary metabolites, including alkaloids, amides, flavonoids and
terpenes, thus having economic and medicinal importance. Given the growing demand for
bioactive natural products, a method that allows the production of seedlings of Piper
tuberculatum in a reduced period of time and free of diseases is promising. In this context
micropropagation is a viable alternative for regenerating plants which have limitations in their
natural reproduction or the conventional methods of vegetative propagation are not viable.
The objective of this research was to establish a system for in vitro regeneration of P.
tuberculatum plants. Leaves of in vitro plants were used, which were inoculated on Murashige
& Skoog medium supplemented with different concentrations of 2,4-D (0.0; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0
mg L-1), BAP (0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 10.0, 10.2 mg L-1) e NAA (0.0, 5.0 mg L-1). Averages
of callus induction (CI), averages of the area of the explant covered by callus cells (AECC)
and number of shoots per explant were evaluated. Callus induction was observed between 75
and 100% in treatments with 2.0 mg L-1 BAP + 2.0 mg L-1 2,4-D; 3.0 mg L-1 BAP + 4.0 mg
L-1 2,4-D and 10.2 mg L-1 BAP + 5.0 mg L-1 NAA. In relation to the area of the explant
covered by callus cells, the most representative treatments were 3.0 mg L-1 BAP + 4.0 mg L-
12,4-D; 2.0 mg L-1 BAP + 4.0 mg L-1 2,4-D and 10.0 mg L-1 BAP + 5.0 mg L-1 2,4-D. The
highest number of shoots per explant was observed with 4.0 mg L-1 BAP + 1.0 mg L-1 2,4-D
and 4.0 mg L-1 BAP + 2.0 mg L-1 2,4-D. For P. tuberculatum plant regeneration from leaf
explants, it is adequate to use 4.0 mg L BA and 1.0 mg L 2,4-D. All the plants were
successfully acclimatized.

KEY-WORDS: Callogenesis, shoots, Piperaceae.
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INTRODUCAO

O controle de pragas e doencas sdo 0s problemas que mais acometem a agricultura. A
preocupacdo com os efeitos deletérios que o uso dos inseticidas pode causar na qualidade dos
alimentos tem se tornado cada vez mais evidente. A utilizagdo desenfreada de produtos
quimicos na producdo agropecudria favoreceu o surgimento de pragas resistentes e de efeitos
cumulativos sobre 0 meio ambiente. A utilizacdo de novas técnicas de controle vem ganhando
um papel cada vez mais importante. Estas técnicas incluem a utilizacdo de extratos vegetais.

As pesquisas nesta area se concentram nas atividades bioldgicas dos metabdlitos
secundérios das plantas. Estes metabolitos sdo as defesas bioquimicas das plantas e podem
agir diretamente na defesa contra os herbivoros e contra infeccdo por microorganismos
patogénicos, além de atrair polinizadores e dispersores de sementes.

Tais substancias, em relacdo aos inseticidas sintéticos, tém apresentado uma
alternativa segura e econdmica para os agricultores, pois sdo facilmente biodegradaveis visto
que sdo resultantes do metabolismo secundario das plantas. Algumas espécies tém se revelado
bastante eficazes para uso como inseticida botanico, além de outros efeitos bioldgicos, como
atividade bactericida e também fungicida. Estudos revelaram que dentre as plantas presentes
na flora Amazénica com estes efeitos bioldgicos se encontram as da familia Piperaceae,
especialmente as espécies pertencentes ao género Piper.

Nesse contexto insere-se a espécie Piper tuberculatum Jacq., uma Piperaceae
popularmente conhecida como pimenta de macaco, de grande interesse econdémico por suas
atividades inseticidas e a acdo de suas piperamidas, em especial as isobutilamidas e
piperidinas, bem como na medicina popular por suas atividades sedativas, analgésicas,
antiofidicas e em problemas estomacais.

A propagacdo natural de P. tuberculatum pode ser feita via semente ou por estacas.
Vale ressaltar que a quantidade de sementes por espigas é baixa, a germinacdo é lenta e
irregular, enquanto a técnica da estaquia pode propagar doengas. Ambos os métodos sdo
inconvenientes quando se trata de oferta e demanda. Sendo assim, um método de propagacao
in vitro pode desempenhar um papel importante na multiplicacdo répida e na conservacao de
germoplasma.

A cultura de tecidos vegetais € uma das areas da Biotecnologia que tem contribuido
para o desenvolvimento sustentdvel na Amazbnia. Além de empregar técnicas que se
sobressaem as outras ao trabalhar com pequenas por¢des das espécies estudadas sem agressao

a planta-mae, favorece o pequeno produtor, pois as mudas provenientes de experimentos
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biotecnoldgicos sdo livres de pragas e doengas e ainda h& a aceleracdo dos métodos
convencionais de propagac¢do vegetativa e a diminuicdo do tempo necessario para o inicio da
producdo. Umas dessas técnicas € a micropropagacao, a aplicagdo mais pratica da cultura de
tecidos e a de maior impacto. E a metodologia que mais tem se difundido e encontrado
aplicacOes praticas comprovadas.

Com este trabalho buscou-se a determina¢do de um método para a micropropagacao
em larga escala de P. tuberculatum, o que permitird a conservacao da espécie e subsidiara

futuros estudos relativos a producéo in vitro de metabdlitos secundarios.
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1. OBJETIVOS
1.1 GERAL

Estabelecer um sistema para regeneracdo in vitro de plantas de P. tuberculatum,
subsidiando a conservacdo da espécie e a producdo de principios ativos de interesse
agronémico e pecuario.

1.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito de diferentes combinagdes de reguladores de crescimento na indugéo
de calos em explantes foliares de P. tuberculatum.

2. Comparar o efeito de diferentes combinacdes de reguladores de crescimento na area
do explante coberta por células de calos.

3. Avaliar o efeito de diferentes combinacGes de reguladores de crescimento na indugéo
das brotacoes.

4. Promover a regeneracdo de plantulas a partir destas brotacdes e validar o método de

propagacdo com a aclimatizagéo das plantas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A FAMILIA Piperaceae

As piperaceas tém sido alvo de muitas pesquisas devido as caracteristicas importantes que
incluem a utilizagdo na &rea alimentar, de farmacos, de cosméticos e perfumaria (SILVA &
OLIVEIRA, 2000; LEMOS, 2003). A familia Piperaceae é considerada uma das mais
complexas e diversificadas entre as angiospermas. Essas espécies sdo consideradas primitivas
e evolutivamente distintas, e é por isso que a definicdo do nimero de géneros e composicao
de espécies, a sua filogenia e modelo da diversidade floral é atualmente objeto de grande
controvérsia (JARAMILLO & MANOS, 2001). Para alguns autores, a familia contém 14
géneros e cerca de 1.950 espécies, amplamente distribuida em ambos os hemisférios e inclui
plantas herbaceas, arbustos, trepadeiras e arvores (MABBERLEY, 1997). No Brasil, esta
familia esta representada por 5 géneros — Ottonia Spreng., Piper L., Peperomia Ruiz & Pav.,
Pothomorphe Miq. e Sarcochachis Trel. - e um total de 479 espécies, sem especificar o
nimero de espécies endémicas (YUNCKER, 1972; BARROSO, 1978). Muitas espécies tém
sido utilizadas na alimentacdo e na medicina popular para o tratamento de muitas patologias,
como do trato respiratorio (asma, bronquite e tosse), do aparelho digestivo (dores abdominais
e diarreias), anti-inflamatdrio (reumatismo), antimicrobiana (antibacteriana, antifungica e para
o tratamento de feridas) e antileucémica (LEAL, 2000). Em virtude destas inGmeras
indicacdes terapéuticas, as piperaceas constituem-se numa estimulante fonte para a pesquisa
fitoquimica e biologica (MOREIRA et al., 1995; BENEVIDES et al., 1999).

2.2 O GENERO Piper

O género Piper compreende cerca de 1.200 espécies distribuidas em regides tropicais e
subtropicais nos dois hemisférios. A maior diversidade, porém, esta na regido Neotropical,
onde cerca de dois tercos das espécies descritas sdo encontrados. Na regido Amazonica é
estimada a existéncia de cerca de 300 espécies (TAWAN et al., 2002).

Estudos realizados com plantas do género Piper nativas e cultivadas no estado de
Rondonia tém demonstrado que sdo produtoras de Oleos essenciais, amidas, flavonoides e
fenilpropanoides, entre outros metabolitos secundarios (FACUNDO et al., 2005).

Os constituintes quimicos mais comuns sdo as amidas, em especial a isobutilamida,

piperidina e pirrolidina. Também se encontram lignanas, neolignanas e seus precursores,
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flavonoides, cavalactonas, butendlidos e epoxidos de ciclohexano (SENGUPTA & RAY,
1987).

A presenca de amidas com atividade inseticida nas espécies de Piper tem conduzido a
um estudo fitoquimico intenso desse género. A piperina foi a primeira amida a ser isolada dos
frutos das espécies de Piper e 0s seus constituintes quimicos tém sido frequentemente
investigados, dentre os quais as amidas lipofilicas insaturadas. Essas, além de constituirem o
principal grupo de metabolitos da planta, sdo 0s principais responsaveis pela atividade
inseticida (PARMAR et al., 1997).

2.3 A ESPECIE Piper tuberculatum Jacq.

P. tuberculatum é um arbusto medindo aproximadamente de 2 a 2,5 m de altura, com
folhas de bainha alada; peciolo de 0,5 a 1 cm de comprimento; lamina oblongo-eliptica ou
ovadoeliptica, base assimétrica, apice agudo, brilhante, glabra na face adaxial; nervuras
ascendentes em namero de 8 — 10 pares, peninérvias, dispostas até o apice da lamina. Espigas
eretas, com 4 a 7 cm de comprimento; pedinculo de 1 a 1,5 cm comprimento; bractéolas
triangular-subpeltadas, marginalmente franjadas. Quatro estames; drupa tetragonal,
lateralmente comprimida, glabra, com trés estigmas sésseis (GUIMARAES & GIORDANO,
2004).

Figura 1. Piper tuberculatum. (A) Aspecto geral. (B) Espigas. Porto Velho, Embrapa
Rondonia, 2016. Foto: MAGALHAES, G.M.O.
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Essa planta esté distribuida pelo Continente Americano e Antilhas. No Brasil, ocorre
naturalmente nos estados do Amazonas, Para, Maranhdo, Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco,
Rio de Janeiro e Mato Grosso. Cresce em altitudes proximas a 550 m, em encostas umidas,
em areas de capoeira e em locais brejosos (GUIMARAES & GIORDANO, 2004).

Ao contrério de muitas espécies da familia Piperaceae, a P. tuberculatum é uma planta
ainda pouco estudada, sobretudo no Brasil, onde é popularmente conhecida na regido nordeste
como pimenta-de-macaco. No estado da Paraiba essa planta € usada como sedativo e como
antidoto para picada de cobra, sendo conhecida localmente como pimenta d’arda (ARAUJO-
JUNIOR et al., 1997). Na Costa Rica essa espécie é abundante e semidomesticada, onde é
usada como cerca viva (SCOTT et al., 2002).

A atividade inseticida dessa pimenta se deve, principalmente, a acdo de suas
piperamidas, em especial as isobutilamidas e piperidinas (ARAUJO-JUNIOR et al., 1997;
SCOTT et al., 2002). Foi constatada a atividade inseticida de extratos das folhas de P.
tuberculatum sobre as larvas do mosquito A. atropalpus, o que revelou que os extratos da
referida espécie séo tdo eficazes quanto o extrato das sementes de P. nigrum. Esses inseticidas
alternativos, provenientes das folhas, se tornam uma fonte alternativa conveniente (SCOTT et
al., 2002).

Pesquisas recentes demonstraram que diferentes extratos e compostos isolados a partir
P. tuberculatum apresentaram atividade antifingica (LAGO et al., 2004), antitumoral
(BEZERRA et al., 2006), antiagregante plaquetaria (FONTENELE et al., 2009), inseticida
(POHLIT et al., 2004) e propriedades hipotensivas (DUARTE et al., 2004). Regassini et al.
(2009) isolaram duas pirrolidinas alquilamidas das folhas de P.arboreum e P.tuberculatum,
piperilina e 4,5- dihidropiridina, que apresentaram elevada atividade contra epimastigotas de
Trypanosoma cruzi.

O oleo essencial das folhas de P. tuberculatum apresentou grande concentracdo de
cariofileno e alfa-candinol (FACUNDO et al., 2005). O 6leo essencial dos talos finos e dos
frutos de P. tuberculatum apresentou em maior concentracdo Oxido de cariofileno e
cariofileno (FACUNDO et al., 2008). Do extrato etanolico dos frutos de P. tuberculatum
foram isoladas as amidas diidropiplartina e piplartina, os esterdides beta-sitosterol e
estigamasterol e o derivado do acido cindmico acido 3, 4, 5-trimetoxi-cinamico (FACUNDO
et al., 2008). O &cido 3,4,5-trimetoxi-cinamico apresentou atividade leishmanicida sobre
Leishmania amazonenis (FERREIRA et al., 2010) e atividade antinociceptiva (RODRIGUES

et al., 2009) e as amidas diidropiplartina e piplartina também apresentaram atividade
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antinociceptiva (RODRIGUES et al., 2009). A fragéo diclorometano de P. tuberculatum e a
amida piplartina apresentaram atividade protetora géastrica e esofagica (BURCI et al., 2013).

2.4 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

O termo cultura de tecidos vegetais € utilizado para definir a cultura asséptica in vitro
de células, tecidos, 6rgdos e seus componentes sob condicdes fisicas e quimicas definidas.
Essa técnica constitui uma importante ferramenta para estudos basicos, como a compreensao
dos fatores responsaveis pelo crescimento, metabolismo, diferenciagdo e morfogénese das
células vegetais, bem como para estudos aplicados, como micropropagacdo, producdo de
compostos secundarios, transformacdo genética, manutencdo de germoplasma in vitro e
limpeza clonal (SMITH, 2012).

A cultura de tecidos vegetais é uma das areas da Biotecnologia, e compreende varios
métodos de propagacao vegetal em laboratdrio, vegetativamente e sob condicdes assépticas,
também chamados de cultivo in vitro. A utilizacdo destes métodos permite a producdo de
mudas com alta qualidade fitossanitaria, durante todo o ano e em pequeno espaco fisico, sob
condicBes controladas. Também possibilita 0 armazenamento de material vegetativo, com o
estabelecimento de bancos de germoplasma in vitro. As culturas in vitro ndo necessitam de
irrigacdo, adubacdo, pulverizacdo com defensivos agricolas e outras praticas que podem ser
danosas ao ambiente (SANTOS, 2008).

A cultura de tecidos vegetais consiste no cultivo de células ou tecidos vegetais sob
condicBes quimicas e fisicas apropriadas, representando uma das areas de maior éxito da
biotecnologia (GIACOMETT]I, 1990). Nessa técnica pequenos fragmentos de tecido vivo,
chamados explantes, sdo isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados
assepticamente, por periodos indefinidos, em um meio de cultura apropriado contendo
reguladores de crescimento que contribuem para o desenvolvimento e multiplicagdo de
células no explante, sendo, portanto, direta ou indiretamente, esta Gltima via formacgdo de
calos (TORRES et al., 2000).

Na cultura de tecidos, sdo essenciais 0 controle e a prevengdo da contaminagéo
microbiana, pois 0 meio de cultura proporciona um ambiente favoravel para o crescimento de
microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos, constituindo-se nas principais causas de
perdas de material vegetal (PALU et al., 2011). O cultivo in vitro permite ainda aperfeigoar a
interacdo entre fatores abidticos (nutricionais, luminosos, temperatura, etc.) e bidticos

(hormonais e geneticos), resultando em plantas sadias, vigorosas e geneticamente superiores,
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que podem ser multiplicadas massivamente (ALVES et al., 2012). Nesse sentido, a cultura de
tecidos dispbe alternativas para uma maior producdo de biomassa e para garantir a

perpetuacdo de espécies de interesse econémico (MORAIS et al., 2012).

2.4.1 Micropropagacao

Atualmente, dentre as técnicas de cultivo in vitro, destaca-se a micropropagacdo como
a de maior interesse cientifico. Na area florestal enfatizam-se os esfor¢os no intuito de tornar
esta tecnologia acessivel e economicamente viavel. Porém, dificuldades sdo encontradas
durante o processo, como a necessidade de desenvolvimento de protocolos otimizados para
diferentes espécies ou grupos de clones e a recalcitrancia das culturas na propagacao in vitro
de espécies lenhosas. Apesar dos avancos biotecnoldgicos relativos a propagacdo in vitro
serem pouco expressivos se comparados com outras culturas de expressdo agricola, é
reconhecido o grande potencial de impacto da utilizagdo desta biotecnologia na silvicultura
clonal e na industria de base florestal (PENCHEL et al., 2007; XAVIER et al., 2009).

Os resultados efetivos obtidos com a propagacdo continua de espécies do género
Piper sdo poucos e tém se mostrado tecnicamente vidveis na clonagem de espécies
recalcitrantes (ASSIS & MAFIA, 2007). Os estadios de desenvolvimento da propagacéo in
vitro sdo constituidos de fases que incluem a selecdo do explante e obtencédo de culturas livres
de contaminantes, a multiplicacdo dos propagulos vegetativos, o0 enraizamento e a
aclimatizacdo na condicao ex vitro das plantas obtidas in vitro (XAVIER et al., 2009).

Séao reconhecidos varios processos para a obtencao de plantas in vitro em larga escala,
sendo que dentre estes destacam-se a organogénese e a embriogénese somaética. Estes
processos sdo também importantes nos programas de transformacdo genética, no sentido
regenerar plantas a partir de tecidos transformados geneticamente uma vez que quanto mais
eficiente, maior a possibilidade de se ter sucesso. O processo de micropropagacao via
organogénese in vitro € considerado complexo, com a atuacdo de multiplos fatores externos e
internos, envolvendo interacdo entre a fonte de explante, o meio de cultura e fatores do
ambiente (XAVIER et al., 2009). Depende, ainda, da ac&o de reguladores de crescimento, em
particular auxinas e citocininas, como tambem da habilidade do tecido em responder a essas
mudangas hormonais durante o periodo de cultivo.

Apesar dos estudos em relagdo a esta técnica terem avancado muito nos ultimos anos,
ainda se faz necessaria a adequacgdo de protocolos de regeneracdo visando torna-la aplicavel

para 0s programas de propagacdo de piperaceas. A micropropagacdo, portanto, permite a
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reducdo de tempo na obtencdo de gendétipos de piperaceas transformados geneticamente e
pode ser economicamente viavel na multiplicacdo, com impacto na conservacdo de material

genético em condicdes de campo e in vitro.

2.4.2 Calogénese

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 propagacéo via formacdo de gemas ou embrides soméaticos (LANDA et al., 2000).

O calo é um tecido que se desenvolve em resposta a uma injuria, podendo esta ser
fisica ou quimica. Células do calo sdo diferenciadas, embora desorganizadas, sendo que as
células diferenciadas apresentam-se altamente vacuolizadas, com citoplasma fino e células
muito grandes. Os principais fatores que influenciam a formagéo de calos sdo o tipo de
explante, a composi¢do do meio nutritivo e as condic@es fisicas de incubacéo, como luz e
temperatura. Nessa fase, os melhores resultados sdo obtidos com o uso de tecidos jovens,
cujas células possuem maior potencial de crescimento e divisdo do que células adultas
(TORRES et al., 1998). Para a obtencdo dos calos é necessario determinar o meio de cultura
adequado para a inoculagcdo e manutencdo destes tecidos. Por isso, condigdes para a formagéo
de calos e de seu crescimento devem ser estudadas, sendo necessério o suplemento exdgeno
de reguladores de crescimento.

O balanco hormonal entre auxinas e citocininas é o aspecto mais importante para a
cultura de calos (NOGUEIRA et al., 2007). Para ocorrer a inducdo de calo, qualquer tecido
vegetal pode ser utilizado como explante. Entretanto, procura-se utilizar explantes que
contenham maior proporcao de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade de
expressar a totipoténcia (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Diversos fatores interferem na calogénese, tais com o tamanho do explante,
composi¢do do meio de cultura, reguladores vegetais, 6rgao fornecedor do explante, idade e
época do ano em que o explante é colhido e gendtipo da planta doadora. Calos podem ser
multiplicados por sucessivas subculturas, mantidos in vitro por longos periodos e sdo de
grande importancia para estudos morfogenéticos in vitro (RODRIGUES & ALMEIDA,
2010). Alguns calos sdo compactos e crescem vagarosamente, outros séo friaveis e sdo mais
dificeis de manipular (FLORES, 2006).

Os calos sdo de grande importancia para estudos morfogenéticos in vitro e para o

estabelecimento de suspensdes de células para a obtengéo de produtos secundarios, incluindo
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farmacos, representando uma biotecnologia de grande interesse cientifico e comercial
(RODRIGUES & ALMEIDA, 2010).

Devido ao interesse pelas atividades medicinais e alimenticias, pela importancia
econdbmica e para a agroindustria promovida pela espécie P. tuberculatum, existe a
necessidade de um aumento e melhora em sua produgéo, visando melhorar qualitativa e
quantitativamente a produtividade de culturas. A técnica de cultura de tecidos pode ser uma
alternativa viavel, sendo possivel com a utilizacdo de fitorreguladores (VIEIRA & CASTRO,
2004).

2.4.3 Organogénese

A organogénese geralmente se da pela otimizacdo da relacdo citocinina/auxina no
meio de cultura e ocorre pela diferenciacdo de 6rgdos e brotagdes diretamente do explante
(organogénese direta) ou do calo (organogénese indireta) podendo originar-se de uma Unica
célula ou de um conjunto de células. A organogénese caracteriza-se por ser uma estrutura
monopolar e apresenta ampla conexdo vascular dos 6rgdos formados com o explante
(ANDRADE, 2006).

Segundo Brandao et al. (2005), a partir das células do calo surgem gemas adventicias
capazes de desenvolver novas estruturas (parte aérea ou raiz), as quais podem ser utilizadas
para a propagacao de varias espécies. Para Alves et al. (2004), o processo de organogénese é
complexo, com atuacdo de multiplos fatores externos e internos, envolvendo interacdo entre
fonte de explante, meio de cultura e fatores do ambiente, dependendo também da acdo de
reguladores de crescimento exdgenos, em particular auxinas e citocininas e da habilidade do
tecido em responder a essas mudancas hormonais, durante o periodo de cultivo
(SUGIYAMA, 1999). Muitos fatores, como a idade do explante, a utilizacdo de reguladores
de crescimento, antibidticos, e outros tém sido reportados como tendo influéncia na
regeneracdo de plantas (YU & WEI, 2008).

Como desvantagem, a organogénese indireta, em que o explante passa pelo estagio de
calo anteriormente a regeneragdo de plantas, pode gerar variantes somaclonais. Avancos estao
sendo feitos para entender a acdo dos reguladores de crescimento, principalmente em nivel
molecular, como sinalizadores de membranas e suas interagdes com os genes envolvidos no
processo de morfogénese nas plantas (PALOMBI et al., 2007).

Protocolos tém sido estabelecidos para muitas espécies de piperaceas sendo que a

maioria destes utiliza como explantes de segmentos nodais e internodais, peciolos, raizes,
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microestacas e segmentos foliares de plantas germinadas in vitro. Estudos de regeneracdo de
plantas tém sido reportados para varias espécies de piperaceas: para P. colubrinum (KELKAR
et al., 1996), P. auritum (DOMINGUEZ et al., 2006), P. umbellatum (SCHWERTNER et al.,
2008), P. methysticum (ZHANG et al., 2008), P. nigrum (AHMAD et al., 2010; AHMAD et
al., 2011), P. crassinervum e P. aduncum (DELGADO-PAREDES et al., 2012), P. longum
(RANI & DANTU, 2012) e P. aduncum (SOUSA, 2013).

2.4.4 Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento sdo substancias quimicas sintéticas que possuem efeito
sobre o metabolismo vegetal. Apresentam atividade fisioldgica analoga a dos hormonios, sdo
capazes de induzir o crescimento e o desenvolvimento das plantas quando aplicados
exogenamente. Geralmente sdo adicionados ao meio de cultura para sanar as possiveis
deficiéncias dos teores enddgenos de horménios nos explantes que se encontram isolados das
regibes produtoras na planta matriz (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; LAMAS,
2001). De acordo com Franca (2001), a presenca de reguladores de crescimento no meio de
cultura propiciou amplo avanco das técnicas que constituem a biotecnologia atual.

Frank & Schmilling (1999) destacam a necessidade dos reguladores na obtencéo de
um padrdo de crescimento dos calos, sendo as auxinas e as citocininas as classes de
reguladores de crescimento mais utilizadas em cultura de tecidos vegetais.

As auxinas compreendem um grande grupo de substancias que, em comum, possuem a
capacidade de produzir aumento no volume e alongamento celular, a0 mesmo tempo em que
induzem a divisdo celular. Sao as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas na
cultura in vitro (CALDAS et al., 1998).

As principais auxinas, de uso freqiente em meios de cultura, segundo Krikorian
(1991) sdo o acido indol-butirico (AlA), o acido naftaleno-acético (ANA), o é&cido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D). O ANA é mais comumente utilizado na organogénese, enquanto
0 2,4-D é usado na inducdo de calos e em culturas em suspensdo ( COSTA et al., 2008).

Segundo Souza & Abreu (2007), as auxinas, em particular o é&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) sdo extremamente importantes na inducdo da calogénese e
células embriogénicas e na posterior remo¢do da auxina do meio de cultura. Estas células
formam embriGes somaticos. Além disso, 0 2,4-D possui uma aplicagdo relevante no estudo
da lignificacdo através de células em suspensdo de véarias espécies e com 0s mais variados

objetivos.



24

De acordo com George et al. (2008b), as citocininas sdo frequentemente utilizadas
para estimular o crescimento e desenvolvimento de brotagcbes mdultipla. S&o de grande
importancia para a multiplicacdo da parte aérea e para a inducdo de gemas adventicias. Soares
et al. (2011), afirmam que a concentracdo e o tipo de citocinina sdo os fatores que mais
influenciam a multiplicagdo in vitro. A benzilaminopurina, conhecida como BAP, é a
citocinina mais utilizada, seguida da cinetina (KIN), esta por sua vez estimula a divisao
celular.

Conforme citacéo de George & Sherrington (1984), muitos aspectos da diferenciagéo e
organogénese de tecidos cultivados in vitro estdo relacionados com a interagdo entre a auxina
e citocinina inclusas no meio de cultura. O balango entre as duas categorias de reguladores de
crescimento implica em diferentes efeitos.

As giberelinas formam outra classe de substancias reguladoras do crescimento. Elas se
caracterizam por serem compostos de ocorréncia natural. Apenas dois ou trés compostos
ativos sdo disponiveis comercialmente. Aplicadas em plantas intactas, as giberelinas podem
influenciar o crescimento, de diversas maneiras, aumentando o comprimento do caule,
promovendo o florescimento e o aparecimento de frutos (DAMIAO FILHO, 1995). Esse
efeito pode ser explorado in vitro. Quando as partes aéreas produzidas ndo estdo em condicGes
de ser individualizadas para o enraizamento, devido ao seu tamanho, o cultivo na presenca de
GAs pode provocar alongamento (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

2.4.5 Aclimatizacdo de plantulas regeneradas

Apos a etapa de enraizamento in vitro as plantulas sdo aclimatizadas normalmente em
ambiente com alta luminosidade e baixa umidade. A aclimatizacdo envolve o transplantio da
plantula da condicdo in vitro para a casa de vegetacdo o que, geralmente, é uma fase critica e
que pode ser fator limitante para o processo de micropropagacdo de algumas espécies
(TORRES et al., 1998).

Vérios fatores estdo envolvidos na morte ou sobrevivéncia das plantulas durante a
aclimatizacdo, tais como o genotipo, estresse hidrico, alteracdo do metabolismo heterotréfico
para autotréfico, infeccdo por patdgenos e o estresse pela alteracdo na radiagdo. O ambiente
de cultivo pode afetar e conduzir a diferentes atividades enzimaticas, resultando em varias
mudancas nos processos metabolicos da planta (DEBERGH & MAENE, 1981). A desordem

estrutural e funcional nas plantulas in vitro é resultado de complexos e multiplos fatores do
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meio de cultura. A conseqliéncia € uma baixa taxa de sobrevivéncia das plantas quando
transferidas para condiges ex vitro (ZIV, 1987).

Pasqual et al. (1997) afirmam que, durante o processo de transferéncia para a condicéo
ex vitro, a cuticula € freqlientemente menos desenvolvida em razdo da umidade relativa no
interior dos frascos ser relativamente alta. Como conseqiiéncia, ocorre elevada perda de agua
durante o processo de aclimatizacdo. As modificagdes manifestadas, principalmente nas
folhas, afetam os principais processos executados por elas, ou seja, a fotossintese e as trocas
gasosas. O ambiente de cultivo pode afetar e conduzir a diferentes atividades enzimaticas,
resultando em vérias mudangas nos processos metabolicos da planta (DEBERGH & MAENE,
1984).

Dessa forma, a avaliacdo das mudancas estruturais que ocorrem em um tecido ou
orgao formado em condic@es in vitro é de grande valia para se descobrir a real eficiéncia do
processo organogenético e a funcionabilidade do novo 06rgdo, tornando-se pré-requisito
indispensavel para o desenvolvimento de protocolos de micropropagacdo de plantas
(SOARES, 2003).

3 CONTRIBUICOES PARA O DESENVOLVIMENTO REGIONAL E MEIO
AMBIENTE

A histéria do desenvolvimento econdmico revela que as nacdes que alcancaram niveis
satisfatorios de crescimento o fizeram a custa de perdas ambientais. Por isso, cresce a
consciéncia mundial sobre a importancia da preservagdo do meio ambiente, 0 que permite
prever que esse sera um dos temas que demandara defini¢des e acdes efetivas das instituicoes
publicas, em especial, daquelas formuladoras de politicas econémicas e de ciéncia e
tecnologia, fazendo surgir bases tedricas para um crescimento econdmico com preservagdo
ambiental (TAVARES et al., 2008).

O processo de desenvolvimento regional recente vem se prestando para acelerar o uso
dos recursos bioticos e, a0 mesmo tempo, tem pouca preocupacdo quanto a necessidade de
conservé-los. Sdo quatro as fases que caracterizam a evolucdo extrativista dos recursos
vegetais da Amazonia: expansdo; estabilizacdo, onde ha o equilibrio entre oferta e demanda;
declinio, causado pela reducéo dos recursos e, por fim, o plantio domesticado, que comeca a
se formar ainda na estabilizacdo a partir de tecnologias e praticas comerciais que favorecam
as condicdes de plantio (BARBOSA, 2001).
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No inicio da década de 1990, a EMBRAPA reconheceu que o desenvolvimento
agricola amazonico deve incluir extrativismo, manejo florestal e agroflorestal, além da
agricultura convencional, tendo transformado todos seus centros na Amazo6nia em Centros de
Pesquisa Agroflorestal. Para a EMBRAPA, os sistemas de producdo sdo ndo convencionais,
mais orientados para o0 pequeno proprietario e conservacdo da biodiversidade do que para 0s
sistemas agricolas convencionais (CLAY et al., 1999).

Na perspectiva de se conceber uma nova proposta de desenvolvimento rural, 0s
aspectos da localidade, interagindo com as demais caracteristicas da sustentabilidade e
integracdo social e territorial, emergem como um dos seus aspectos fundamentais. A nogéo
de desenvolvimento centrado essencialmente no local apresenta-se com uma conotagdo
essencialmente integracionista, alusiva a superacdo das caréncias especificas das localidades;
e, de uma integracdo das especificidades locais, no sentido da formacdo de sinergias
territoriais (ARAGAO & BORRERO, 2007). Assim, o conceito de local adquire a conotacio
de alvo socio-territorial das agGes; ndo sendo, no entanto, propriamente, um espago micro,
podendo ser tomado como um municipio ou, inclusive, como uma regido compreendendo
varios municipios (CORREIA, 2010).

Encontrar formas de garantir o desenvolvimento regional com a preservacdo do
ambiente natural é um grande desafio para todos os setores, tanto para as universidades como
para as empresas de pesquisa de ciéncia e tecnologia da regido. Atualmente, a mobilizacdo da
sociedade, organizada em defesa do meio ambiente vem alterando as prioridades sécio-
politicas e de ciéncia, tecnologia e inovacdo para 0s setores agropecuario e florestal
(OLIVEIRA, 2011).

Nesse contexto, o estabelecimento de protocolos para a regeneracdo das espécies
vegetais, tais como a P. tuberculatum, que enfrenta entraves na sua propagacdo convencional,
integra um conjunto de préaticas que visam ao desenvolvimento de tecnologias que propiciem
a sustentabilidade no estado de Rondénia. Este estudo vai subsidiar trabalhos relacionados a
conservagdo da espécie, bem como a identificacdo do potencial bioativo de metabdlitos
secundarios da espécie, contribuindo para o estabelecimento de métodos alternativos de
controle de pragas, tais como o carrapato (Rhipicephalus microplus) e a mosca-do-chifre

(Haematobia irritans).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais

da Embrapa Ronddnia, em Porto Velho.

4.1 MATERIAL

As sementes de Piper tuberculatum foram coletadas da casa de vegetacéo e levadas ao
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Rond6nia, em Porto Velho. A
desinfestacdo ocorreu em camara de fluxo laminar, onde foram imersas em alcool 70% (v/v)
por 1 minuto e posteriormente em hipoclorito 2,0% (v/v) com Tween 20 por 20 minutos.
Foram feitos 3 enxagues com &gua destilada e autoclavada.

Na sequéncia, as sementes foram inoculadas individualmente em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L*
de sacarose, 6 g L de agar, sem adicdo de reguladores de crescimento. O pH foi ajustado
para 5,8+0,1 antes da autoclavagem (a 120°C e 1 atm, durante 20 minutos). Estas sementes
foram mantidas em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de
1.000 lux, a 26+1°C.

4.2 CONDICOES DE CULTURA

Apds 90 dias e com aproximadamente 6,0 cm de altura, os explantes foram reduzidos
a segmentos de 1,0 cm? em placas de Petri esterilizadas e inoculados individualmente em
tubos de ensaio contendo 10 mL de meio MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, 6 g L™
de agar, sem adicdo de reguladores de crescimento. O pH foi ajustado para 5,8 antes da

autoclavagem a 120°C e 1 atm, durante 20 minutos.

4.3 INDUCAO DE CALOS

Para inducdo de calos, os explantes foliares foram transferidos para meio MS
suplementado com diferentes combinagdes fatoriais de reguladores de crescimento:
combinagio de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0 mg L) com BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0e 4,0 mg L-
1, totalizando 25 tratamentos, e combinagio de 2,4-D (0,2 e 5,0 mg L), BAP (0,0; 0,2; 2,0;
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10,0 e 10,2 mg L) e ANA (0,5; 1,0 e 5,0 mg L%, totalizando 15 tratamentos, todos
dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes cada, sendo cada
repeticdo composta por trés explantes.

A cada sete dias, durante 42 dias, os explantes foram avaliados de acordo com:
a) média de inducdo de calos (IC);

b) média da area do explante coberta por células de calo (AECC), utilizando o método de
observacao visual descrito por Mendonca, et al. (2013), que atribuem notas para a
porcentagem de area coberta por células de calos: onde 0 = 0%, 1 = 25%, 2 = 50%, 3=
75% e 4 = 100%; e

c) numero de brotagdes por explante.

4.4 REGENERACAO E ACLIMATIZACAO

Aos 60 dias de cultivo, as brotacGes foram excisadas e transplantadas, em camara de
fluxo laminar, para frascos de vidro contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) suplementado com 30 g L de sacarose, 6 g L™ de agar, sem adigdo de reguladores de
crescimento. O pH foi ajustado para 5,8+0,1 antes da autoclavagem (a 120°C e 1 atm, durante
20 minutos). Estes explantes foram mantidos em sala de crescimento do Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, sob fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 1.000
lux, a 26+1°C. Durante o subcultivo foi avaliado o nimero total de brotacGes por explante.

Aos 120 dias apds o subcultivo, as plantulas regeneradas in vitro foram levadas para
fora do meio de cultura e as raizes foram cuidadosamente lavadas, delicadamente em agua
corrente para remover o0 agar, e submetidas a aclimatizacdo em casa de vegetacdo, em vasos
de polipropileno, com sombreamento de 50% e irrigacdo por asperséo, trés vezes ao dia, por

periodos de 30 minutos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INDUCAO DE CALO

A formagédo de calos iniciou aos sete dias de cultura, com o intumescimento dos
explantes. Com 42 dias, a formacéo de calos compactos foi observada com 100% de inducéo
(Apéndice A), nas combinacdes com 2,0 mg Lt de BAP e 2,0 mg L de 2,4-D e 3,0 mg L de
BAP e 4,0 mg L de 2,4-D (Tabela 1).

Tabela 1. Médias de inducdo de calos (IC) em explantes foliares de P. tuberculatum submetidos a
combinagdes de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L) e BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L™), apés 42
dias de cultivo.

BAP (mg L)
2,4-D (mg L) 0 1 2 3 4
0 0,00 aB 0,00 Bb 0,00 bB 0,00 cB 2,00 aA
1 1,33 aA 1,67 abA 0,00 bA 1,00 bcA 1,33 aA
2 0,67 aB 2,67 aA 3,00 aA 2,00 abAB 2,33 aAB
3 0,00 aB 2,00 aA 2,33 aA 2,33 abA 2,67 aA
4 1,33 aA 2,33 aA 2,67 aA 3,00 aA 2,67 aA

Meédias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem entre si dentro da mesma linha; médias
seguidas pela mesma letra minGscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Santos et al. (2016) em pesquisa visando a producdo de metabolitos secundarios,
obtiveram inducéo de calos em 100% dos explantes foliares de P. permucronatum, utilizando
1,0 mg Lt de BAP com 1,0 mg L de 2,4-D.

Dominguez et al. (2006), utilizando a concentragdo 2,0 mg L™ de 2,4-D obtiveram
calos e regeneracéo a partir de explantes foliares de P. auritum Kunth. Em contrapartida aos
experimentos de Paredes et al. (2012), que obtiveram regeneracdo de brotacdes e calos
fridveis em explantes foliares e entrenodais de P. aduncum, com combinagdes de reguladores
de crescimento (ANA, BAP e GA3), mostrando um potencial morfogénico com resposta de
66,5% de calos.

Na Figura 2 estdo apresentados os aspectos gerais dos explantes apds 42 dias de

cultivo. Pode-se observar o aspecto dos calos compactos e a coloracdo esverdeada. Segundo
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George et al. (2008a), a textura e morfologia do calo, manipulada pelas variagbes nos
constituintes do meio nutritivo, produz calos macios, fridveis e imidos em meio de alta
concentracdo de auxina e baixa de citocinina, e se a relacdo é inversa, produz calos de tecido

compacto seco e com células pequenas.

Figura 2. Calos compactos de P. tuberculatum apds 42 dias de inoculagdo. (A) 2,0 mg L de BAP e
2,0 mg L1 de 2,4-D. (B) 3,0 mg L'* de BAP e 4,0 mg L' de 2,4-D. Barra: 1cm Foto: MAGALHAES,
G.M.O.

Neste experimento foi observado que os tratamentos com a auséncia do 2,4-D ndo
foram satisfatorios para a inducdo de calos em explantes foliares de P. tuberculatum.
Segundo Taiz & Zeiger (2013), a formacdo de calos tem sido obtida de forma satisfatoria
através da auxina 2,4-D isoladamente, ou em combinag¢do com a citocinina BAP. O 2,4-D é
uma auxina sintética que implica no desenvolvimento do calo e as citocininas em conjunto
com as auxinas, sao propulsoras da divisdo celular (FORKET et al., 2013).

Briskin et al. (2001) também avaliaram a formacdo de calos e brotagdes com a
utilizagdo de 2,0 mg L de 2,4-D em explantes foliares de Piper methysticum. Oliveira et al.
(2006) observaram efeitos positivos de 2,4-D, isoladamente ou em associacdo com o BAP em
Vignaunguiculata (L.) Walp. Foram utilizados como fonte dos explantes eixo embrionério e
cotilédones. Foi observada a formacdo de calos em 100% dos eixos embrionarios no meio
com a utilizagdo de 1,0 mg L de 2,4-D. No tratamento que utilizou 1,0 mg L de 2,4-D e
0,2 mg L't de BAP induziu a formagio de 100% de calos nos eixos embrionarios e nos
cotilédones. Por outro lado, com a utilizacdo do BAP isoladamente, observou-se que nenhum
explante iniciou a formacéo de calos. Houve apenas a regeneracao direta de apices caulinares
e/ou de raizes em 10% dos eixos embrionarios. Este resultado indica que o BAP isoladamente

ndo consegue induzir a formacéo de calos em Vignaunguiculata (L.) Walp.



31

Ahmad et al. (2011) em pesquisa com regenera¢do de pimenta preta, obtiveram 85%
de inducédo de calo em explantes peciolares inoculados em meio MS suplementado com 0,5
mg L ** de BAP apds quatro semanas.

Santos et al. (2015) em pesquisa em explantes foliares de P. carniconectivum, em
contrapartida com o presente estudo, observaram que os efeitos do 2,4-D e BAP foram
individualmente significativos na inducéo de calos. O 2,4-D induziu calos em 77,62% dos
explantes, enquanto que o BAP representou 73% na inducdo de calos.

Nos tratamentos com os reguladores 2,4-D, BAP e ANA, foi observado (Apéndice B)
que o tratamento com a concentragéo de 5,0 mg L™t de ANA combinado com 10,2 mg L de
BAP induziu calos em todos os explantes (Tabela 2).

Tabela 2. Médias de inducdo de calos (IC) em explantes foliares de P. tuberculatum submetidos a
combinagdes de BAP (0,0; 0,2; 2,0; 10,0; 10,2 mg L?), 2,4-D (0,0;0,2; 5,0 mg L!) e ANA (0,0; 0,5;
1,0; 5,0 mg LY), ap6s 42 dias de cultivo.

BAP (mg L) ANA (mg L) 2,4-D (mg L) IC
- - - 0,00d
- - 0,2 0,00d
- - 5,0 0,00d
- 0,5 - 0,00d
- 1,0 - 0,00d
0,2 - 0,2 0,00d
0,2 - 5,0 0,00d
0,2 0,5 - 0,00d
0,2 1,0 - 0,00d
2,0 - 0,2 0,00d
2,0 - 50 111c
2,0 0,5 - 0,00d
2,0 1,0 - 1,22 bc
10,0 - 50 155b
10,2 5,0 - 3,00 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Costa et al. (2008) verificaram que a adi¢do da auxina ANA nas concentracdes de 2,5
e 5,0 mg L possibilitou os maiores percentuais de formacéo de calos friaveis em explantes
foliares de Piper hipidinervum C. DC. e o tipo de explante utilizado teve forte influéncia
sobre esta variavel. Nessas concentracfes de ANA, a formagdo de calos observados com a
utilizacdo de segmentos foliares foi de 83,2% a 91,6%, valores significativamente superiores
aqueles observados para os segmentos internodais, que foram de 43,1% e 49,6%.

Sousa (2013) obteve 88% de inducdo de calos em explanes foliares em P. aduncum
utilizando 5,0 mg L™t de ANA com 2,5 mg L de BAP.
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Trabalhos realizados com outras espécies também mostram a eficicia dos
fitorreguladores ANA e BAP na inducdo de calos. Cerqueira (1999) obteve maior indugéo de
calo em segmentos foliares de erva-de-touro (Tridax procumbens Linn.) utilizando 2,0 mg L
de ANA combinado com 2,0 mg L™ de BAP, obtendo 100% da area do explante coberta por
calo.

Estudando a influéncia de diferentes combinacdes de auxina e citocinina sobre a
formacdo de calos em explantes foliares de P. hipidinervum, Valle (2003) verificou efeito
significativo da combinacdo de reguladores de crescimento utilizado. O cultivo desses
explantes em meio contendo 5,0 mg L de 2,4-D e 10,2 mg L™ de BAP proporcionou a maior
formacdo de calos fridveis de coloracdo verde intensa. A interacdo destes reguladores

corroboram os resultados obtidos nesta pesquisa com P. tuberculatum.

5.2 AREA DO EXPLANTE COBERTA POR CELULAS DE CALOS

Em relacdo a area do explante coberta por células de calo (AECC), as maiores médias
foram observadas nos tratamentos suplementados com 4,0 mg L™ de 2,4-D e 3,0 mg L de
BAP, como também no tratamento com 4,0 mg L de 2,4-D e 2,0 mg L™ de BAP (Apéndice
C), onde todos os explantes apresentaram entre 75 e 100% da AECC (Tabela 3).

Tabela 3. Médias da area do explante coberta por células de calos (AECC) em explantes foliares de P.
tuberculatum submetidos a combinacées de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L) e BAP (0,0; 1,0; 2,0;
3,0e 4,0 mmg L), ap6s 42 dias de cultivo.

BAP (mg L)
2,4-D (mg L) 0 1 2 3 4
0 0,13aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,89 bcA
1 0,44aA 0,56 aA 0,00 cA 0,56 bcA 0,56 CA
2 044aB 144 aAB 2,78abA  189abAB 2,33 abA
3 0,00aB 1,44 aAB 1,22bcAB  178bA  267aA
4 044aC  1,33aBC 3,11 aA 3,44 aA 2,22 abAB

Médias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem entre si dentro da mesma linha; médias
seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com o método de observacdo visual descrito por Mendonca et al. (2013),
que atribuem notas para a porcentagem de area coberta por células de calos: 0 = 0%, 1 = 25%,
2 = 50%, 3= 75% e 4 = 100% (Figura 3), foi definida uma média das notas atribuidas para
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cada tratamento. O tratamento com concentragdo de 4, 0 mg L™ de 24-De 20 mg L de
BAP obteve a média de 3,11, enquanto o tratamento com concentragdo de 4,0 mg L de 2,4-
De3,0mgL? de BAP obteve a média 3,44. E possivel observar uma faixa 6tima de inducéo
(100%), com a suplementacio do meio de cultivo com 4,0 mg L™ de 2,4-D.

A Figura 3 mostra o aspecto geral da formacgéo de calos em segmentos foliares de P.
tuberculatum meio MS suplementado com 2,4-D e BAP, apds a inoculacdo até 42 dias de
cultivo. No sétimo dia observou-se o intumescimento do explante (Figura 3A). Aos 14 dias
observou a necrose de alguns explantes (Figura 3B). Aos 21 dias, a indugdo de calos no
segmento foliar, representou mais de 25% da area do explante coberta por células de calos
(Figura 3C). Aos 28 dias de cultivo, os calos permaneceram em 25% (Figura 3D). Com 35
dias de cultivo (Figura 3E) houve um aumento na proliferacdo chegando a 75% de calos no
explante. Podemos observar aos 42 dias de cultivo um aumento de volume das células de

calos em 100% (Figura 3F) cobrindo todo o explante.

Figura 3. Explantes de P. tuberculatum inoculados em meio MS suplementado com 2,4-D e BAP. A-
7dias, B- 14dias, C- 21 dias, D- 28 dias, E- 35 dias, F- 42 dias. Barra: 1cm. Foto: MAGALHAES,
G.M.O.

Torres et al. (1998) citam que o regulador vegetal 2,4-D apresenta carater indutor para

o intumescimento e calosidade. As auxinas sdo responsaveis pelo inicio da divisdo e pelo

controle dos processos de crescimento e alongamento celular, sendo indispensaveis para a
formacéo de calos afirmam Taiz & Zeiger (2009).

Nos tratamentos com combinacdes de BAP, 2,4-D e ANA, em relagéo a area do explante

coberto por células de calo (AECC), as maiores médias foram observadas no tratamento

suplementado com 10,0 mg L™ de BAP combinado com 5,0 mg L™ de 2,4-D e no tratamento
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suplementado com 10,2 mg L de BAP combinado com 5,0 mg L™ de ANA(Apéndice D) ,
onde todos os explantes apresentaram entre 75 e 100% da AECC (Tabela 4).
Tabela 4. Médias da &rea do explante coberta por células de calos (AECC) em explantes foliares de P.

tuberculatum submetidos a combinagées de BAP (0,0; 0,2; 2,0; 10,0; 10,2 mg L%), 2,4-D (0,0;0,2; 5,0
mg L) e ANA (0,0; 0,5; 1,0; 5,0 mg L1), apds 42 dias de cultivo.

BAP (mg L) ANA (mg L?) 2,4-D (mg L?) AECC"
- - - 0,00d
- - 0,2 0,00d
] ] 5,0 0,00 d
- 0,5 - 0,00d
- 1,0 - 0,00d
0,2 - 0,2 0,00d
0,2 - 50 0,00d
0,2 0,5 - 0,00d
0,2 1,0 - 0,00d
2,0 - 0,2 0,00d
2,0 - 50 0,67 c
2,0 0,5 - 0,00d
2,0 1,0 - 0,89 b
10,0 - 5,0 1,00 ab
10,2 50 - 2,56 a

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Kelkar et al. (1996) obtiveram inducdo de calos para regeneracdo em explantes
foliares de P. colubrinum utilizando os mesmos reguladores de crescimento BAP, 2,4-D e
ANA. Constatou que o efeito de composicdo e reguladores de crescimento mais responsivo
foi 0 de 2,0 mg Lt de BAP com 0,5 mg L* de ANA, como também 1,0 mg L de BAP ¢ 0,5
mg L de 2,4- D, com 100% de sobrevivéncia.

Estudando a influéncia de diferentes combinacGes de auxina e citocinina sobre a
formacdo de calos em explantes foliares de P. hipidinervum, Valle (2003) verificou efeito
significativo da combinacdo de reguladores de crescimento utilizada. O cultivo desses
explantes em meio contendo 5,0 mg L de 2,4-D e 10,2 mg L de BAP proporcionou a maior
formacdo de calos fridveis de coloracdo verde intensa. Por outro lado, foi observado no
presente trabalho que, nessa concentragdo de 10,2 mg L de BAP, os calos obtidos foram
compactos e organogénicos.

A calogénese é considerada como uma caracteristica significativa da organogénese
indireta e para a pesquisa em moléculas biologicamente ativas em espécies medicinais
(ABBASI et al., 2010).
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5.3 REGENERACAO E ACLIMATIZACAO

Os tratamentos que utilizaram somente concentracdes de BAP induziram calos
compactos e brotacdo. A avaliagdo do numero de brotac6es por explante foi feita visualmente
durante o subcultivo. Os tratamentos sem a adicdo do regulador de crescimento BAP nao
induziu a brotagao, porém os tratamentos com concentracdes 4,0 mg L de BAP combinados
com concentragdes 1,0 e 2,0 mg L™ de 2,4-D (Apéndice E) induziram maior nimero de

brotacgdes por explante (Tabela 5).

Tabela 5. Médias dos numeros de brotacGes dos calos em explantes foliares de P. tuberculatum
submetidos a combinagdes de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L) e BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg
LY), apés 42 dias de cultivo.

2,4-D (mg L)
BAP (mg L) 0 1 2 3 4
0 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 cA
1 7,00 aB 2,00 bCD 0,00 bD 5,67 aBC 12,67 aA
2 0,00 bB 8,67 aA 9,33 aA 7,33 aA 6,33 bA
3 0,00 bB 9,33 aA 0,00 bB 9,67 aA 0,00 cB
4 7,00 aB 12,33 aA 12,33 aA 5,33aB 4,00 bcB

Médias seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem entre si dentro da mesma linha; médias
seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultado semelhante foi observado em Erig et al. (2003), em pesquisa com a
multiplicacdo in vitro da amoreira preta (Rubus idaeus), assim como Dzazio et al. (2002),
estudando a micropropagacdo da porta-enxerto de videira 420-A, concluiram que a maior
quantidade de brotagfes em cada explante foi notadamente observada nos meios com a
presencga da citocinina BAP.

Briskin et al. (2001), apresentaram resultados semelhantes no trabalho com P.
methysticum, no qual foi verificado a calogénese e organogénese a partir de explantes foliares
inoculados em meio MS acrescido de 2,0 mg L™ de 2,4-D.

Em contrapartida, Schwertner et al. (2008), obtiveram melhores resultados para o
numero medio de brotacdes a partir de explantes foliares de P. umbellatum (Pothomorphe
peltata L.) inoculados em meio MS acrescido de 0,5 mg L™ de BAP.

Ahmad et al. (2011) descreveram em estudo com a pimenta preta a regeneracdo da

parte aérea (92%) utilizando 0,5 mg L™ de BAP, apds cinco semanas.
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A regeneracdo de brotacGes ocorreu por meio da organogénese indireta (Figura 5), em
contrapartida ao que foi descrito por Pereira et al. (2000) em segmentos de folhas de P.

umbellata, onde ocorreu a organogénese direta.

Figura 4. Organogénese indireta de explantes foliares de P. tuberculatum. Barra: lcm. Foto:
MAGALHAES, G.M.O.

Sousa (2013) verificou em seu trabalho de organogénese de P. hispidinervum, que o
meio de cultura adicionado do regulador de crescimento BAP na concentragdo de 1,0 mg L
obteve 2,9 brotagGes por explante e na concentracdo de 0,01 mg L™ obteve 1,7 brotagGes por
explantes. No mesmo estudo de regeneragdo com outra espécie, P. aduncum, constatou que 0
regulador BAP nas concentragdes 0,01; 0,05 e 0,1 mg L™ foi eficaz no processo formagio
de multibrotacbes, auxiliando na obtencdo de numero elevado de mudas no processo
de micropropagacao.

A partir da inoculacdo das sementes até a inducdo das brotacGes transcorreram 150
dias (90 dias para a germinacéo e desenvolvimento das plantulas e 60 dias para a inducéo de
brotos nos explantes foliares). As brotacdes permaneceram em sala de crescimento para
enraizamento durante 120 dias. Em seguida, foram submetidas a aclimatizacdo em casa de
vegetacdo, com sombreamento de 50% e irrigacdo de 30 minutos por asperséo trés vezes ao

dia. Apds 90 dias as plantas apresentaram 100% de sobrevivéncia.
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CONCLUSAO

Para a inducédo de calos recomenda-se a utilizacdo dos tratamentos com combinagdes
de 2,0 mg L de BAP com 2,0 mg L de 2,4-D; 3,0 mg L™ de BAP com 4,0 mg L de 2,4-D
e 10,2 mg Lt de BAP com 5,0 mg L™ de ANA, os quais apresentaram entre 75 e 100% de
inducdo nos explantes. Em relacdo a area do explante coberta por células de calo, os
tratamentos mais representativos foram 3,0 mg L™t de BAP com 4,0 mg L de 2,4-D; 2,0 mg
L de BAP com 4,0 mg L de 2,4-D e 10,0 mg L de BAP com 5,0 mg L de 2,4-D. Os
maiores nimeros de brotages por explante foram observados com 4,0 mg L' de BAP com
1,0 mg Lt de 2,4-D e 40 mg L de BAP com 2,0 mg L* de 2,4-D. Para a regeneragéo de
plantas de P. tuberculatum a partir de explantes foliares, recomenda-se o uso de 4,0 mg L™ de
BAP com 1,0 mg L de 2,4-D. Todas as plantas foram aclimatizadas com sucesso.
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APENDICE A

EXPERIMENTO FATORIAL

Tabela com as médias de inducdo de calos (IC) em explantes foliares de P. tuberculatum
submetidos a combinaces de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L-1) e BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0
e 4,0 mg L-1), ap6s 42 dias de cultivo.

ANALISE DA INDUCAO DE CALOS

FV GL SQ QM F
2.4-D 4 4074667  10.18667  19.1000 **
BAP 4 18.74667 4.68667  8.7875 **

Interacao 16 24.18667 1.51167 2.8344 **

Tratamentos 24 83.68000 3.48667  6.5375**
Residuo 50 26.66667 0.53333

Total 74 110.34667

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
4 50 3.7207 19.1 <.0001
4 50 3.7207 8.7875 0.001
16 50 2.3816 2.8344 0.0024
24 50 2.1844 6.5375 <.0001
Fator1=2,4
Fator 2 = BAP

MEDIAS DE INTERACAO

BAP x 2,4-D
BAP (mg L-1)
2,4-D
(L T B
0 1 2 3 4
0 0.0000 aB 0.0000 bB 0.0000 bB 0.0000cB  2.0000 aA
1 1.3333aA 1.6667 abA 0.0000 bA 1.0000 bcA 1.3333aA
2 0.6667 aB 2.6667 aA 3.0000 aA 2.0000 abAB 2.3333 aAB
3 0.0000 aB 2.0000 aA 2.3333aA 2.3333abA 2.6667 aA
4 1.3333aA 2.3333aA 2.6667 aA 3.0000aA  2.6667 aA

dms para colunas = 1.6882 dms para linhas = 1.6882
Classific.c/letras mintUsculas Classific.c/letras maitsculas



As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

MG =1.57333 CV% = 46.42
Ponto médio = 1.50000

48

Foi
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APENDICE B
EXPERIMENTO EM BLOCOS CASUALIZADOS COM REPETICOES
Tabela com as meédias de inducdo de calos (IC) em explantes foliares de P. tuberculatum
submetidos a combinag6es de BAP (0,0; 0,2; 2,0; 10,0; 10,2 mg L-1), 2,4-D (0,0;0,2; 5,0 mg
L-1) e ANA (0,0;0,5; 1,0; 5,0 mg L-1), ap0s 42 dias de cultivo.

ANALISE DA INDUCAO DE CALOS

FV GL SQ QM F
Tratamentos 14 08.85926 7.06138 158.8810 **
Blocos 2 0.01481 0.00741 0.1667 ns
Tratx Bloc 28 2.65185 0.09471 2.1310 **

Residuo 90 4.00000 0.04444

Total 134 105.52593

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns ndo significativo (p >=.05)

MEDIAS DE INTERACAO

BAP X ANA X 2,4-D

BAP(mg L-1) ANA(@mg L-1) 2,4-D(mg L-1) IC
- - - 0,00d
- - 0,2 0,00 d
- - 50 0,00d
- 0,5 - 0,00 d
- 1,0 - 0,00d
0,2 - 0,2 0,00 d
0,2 - 50 0,00d
0,2 0,5 - 0,00 d
0,2 1,0 - 0,00d
2,0 - 0,2 0,00 d
2,0 - 5,0 111c
2,0 0,5 - 0,00d
2,0 1,0 - 1,22 bc
10,0 - 5,0 155b
10,2 5,0 - 3,00 a

dms para colunas= 0.6005 dms paralinhas = 0.4106
Classific.c/letras minasculas  Classific.c/letras maitsculas
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As meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado
0 Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

MG = 0.45926 CV% =45.90
Ponto médio = 1.50000
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APENDICE C
EXPERIMENTO FATORIAL
Tabela com as médias da area do explante coberta por células de calos (AECC) em explantes
foliares de P. tuberculatum submetidos a combinac6es de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L-
1) e BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L-1), ap0s 42 dias de cultivo.

ANALISE DA AREA DO EXPLANTE COBERTA POR CELULAS DE CALOS

FV GL SQ QM F
2.4-D 4 4212942 1053236  22.3959 **
BAP 4 19.88942 4.97236  10.5731 **

Interacao 16 21.96658 1.37291 2.9193 **

Tratamentos 24 83.98543 3.49939 7.4411 **
Residuo 50 23.51407 0.47028

Total 74 107.49950

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns ndo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p
4 50 3.7207 22.3959 <.0001
4 50 3.7207 10.5732 <.0001
16 50 2.3816 2.9193 0.0018
24 50 2.1844 7.4411 <.0001
Fator 1 =2,4D
Fator 2 = BAP

MEDIAS DE INTERACAO

BAP x 2,4-D

BAP (mg L-1)
2,4-D
(MG L L) mmmmm e e -

0 1 2 3 4

0 0.1333aA 0.0000aA  0.0000 cA  0.0000 cA 0.8889 bcA
1 0.4444 aA 0.5556 aA  0.0000 cA  0.5556 bcA  0.5556 cA
2 0.4444 aB 1.4444 aAB 2.7778 abA 1.8889 abAB 2.3333 abA
3 0.0000 aB 1.4444 aAB 1.2222 bcAB 1.7778 bA 2.6667 aA
4 0.4444aC 1.3333aBC 3.1111aA  3.4444 aA 2.2222 abAB

dms para colunas = 1.5853 dms para linhas = 1.5853
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Classific.c/letras minuUsculas Classific.c/letras maitlsculas

As meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado
0 Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

MG =1.18756 CV% =57.75
Ponto médio = 2.00000



APENDICE D
EXPERIMENTO FATORIAL
Tabela com as médias da area do explante coberta por células de calos (AECC)em explantes
foliares de P. tuberculatum submetidos a combinagdes de BAP (0,0; 0,2; 2,0; 10,0; 10,2 mg
L-1), 2,4-D (0,0;0,2; 5,0 mg L-1) e ANA (0,0; 0,5; 1,0; 5,0 mg L-1), ap6s 42 dias de cultivo.

ANALISE DA AREA DO EXPLANTE COBERTA POR CELULAS DE CALOS

FV GL SQ QM F

2.4-D 3 1404398 4.68133 28.4836 **
BAP/ANA 3 3.72917  1.24306  7.5634 **
Interacio 9 452083 050231  3.0563 **

Tratamentos 15 22.29398 1.48627  9.0432 **
Residuo 32 5.25926 0.16435

Total 47 27.55324

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns ndo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

3 32 44604  28.4836 <.0001

3 32 4.4604 7.5634  0.0005

9 32 3.0218 3.0563  0.0093
15 32 2.6556 9.0432  <.0001

MEDIAS DE INTERACAO

BAP X ANA x 2,4-D

BAP(mgL-1) ANA(mgL-1) 2,4-D(mg L-1) AECC
- - - 0,00d
- - 0,2 0,00d
- - 5,0 0,00d
- 0,5 - 0,00d
- 1,0 - 0,00d

0,2 - 0,2 0,00d

0,2 - 5,0 0,00d

0,2 0,5 - 0,00d

0,2 1,0 - 0,00d

2,0 - 0,2 0,00d

2,0 - 5,0 0,67 c
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2,0 110 - 0,89 b
10,0 - 5,0 1,00 ab
1012 510 - 2,56 a

dms para colunas = 0.8959 dms para linhas = 0.8959
Classific.c/letras mintsculas Classific.c/letras maiusculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado
0 Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

MG =0.38194 CV% =106.14
Ponto médio = 2.00000



APENDICE E

EXPERIMENTO FATORIAL
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Tabela com as médias dos nimeros de brotacdes dos calos em explantes foliares de P.
tuberculatum submetidos a combinacdes de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L-1) e BAP
(0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L-1), ap6s 42 dias de cultivo.

ANALISE DA MEDIA DE BROTACOES

FV GL SQ QM F
2.4-D 4 57581333  143.95333  30.6930 **
BAP 4 11501333  28.75333  7.9283 **
Interacdo 16  849.52000  53.09500  14.6402 **
Tratamentos 24  1540.34667  64.18111  17.6970 **
Residuo 50  181.33333 3.62667

Total 74 1721.68000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)

ns ndo significativo (p >=.05)

GL GLR F-crit F p

4 50 3.7207 39.693 <.0001

4 50 3.7207 7.9283 <.0001

16 50 2.3816 14.6402 <.0001

24 50 2.1844 17.697 <.0001
Fator 1 =2,4-D
Fator 2 = BAP

MEDIAS DE INTERACAO
BAP X 2,4-D
2,4-D (mg L-1)

Y (1 I B EE L
0 1 2 3 4
0 0.0000 bA  0.0000 bA 0.0000 bA  0.0000 bA  0.0000 cA
1 7.0000 aB  2.0000 bCD 0.0000bD 5.6667 aBC 12.6667 aA
2 0.0000 bB 8.6667 aA  9.3333aA 7.3333aA  6.3333bA
3 0.0000 bB 9.3333 aA 0.0000 bB 9.6667 aA  0.0000 cB
4 7.0000aB 12.3333aA 12.3333aA 5.3333aB  4.0000 bcB
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dms para colunas = 4.4024 dms para linhas = 4.4024
Classific.c/letras minusculas Classific.c/letras maitsculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado
0 Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

MG =4.76000 CV% =40.01
Ponto médio = 8.50000



