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RESUMO

A familia Piperaceae possui distribuicdo tropical e subtropical, ocorrendo em ambos
os hemisférios. O Brasil possui uma alta diversidade desta familia, com mais de 500 espécies
concentradas principalmente nas florestas amazénica e atlantica. O género Piper caracteriza-
se pela abundancia de metabdlicos secundarios bioativos, incluindo alcal6ides, amidas,
flavonoides e terpenos de importancia econdmica e medicinal. Entre as espécies de Piper se
destaca a Piper permucronatum Yuncker, que é um arbusto aromatico perene, cujas folhas sdo
utilizadas na medicina popular na forma de chad contra célicas menstruais e intestinais,
problemas digestivos, dor de estdmago, diarréia, hemorragia e nausea. Métodos de cultivo in
vitro tém sido utilizados com sucesso para a obtencdo de metabdlitos secundarios de plantas
em larga escala. O objetivo deste trabalho é determinar um protocolo para a inducéo de calos
in vitro a partir de explantes foliares de P. permucronatum, visando ao estabelecimento de
suspensodes celulares para a producdo de metabdlitos secundarios de interesse agronémico e
pecuario. Explantes foliares de P. permucronatum foram inoculados em meio Murashige &
Skoog suplementado com diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento 2,4-D e
BAP. O tratamento que resultou em maior porcentagem de inducéo de calos foi: 1,0 mg L™
de 24-D + 1,0 mg L' de BAP, com calos em 100% dos explantes. Na auséncia de
reguladores de crescimento, ndo ocorreu formacdo de células de calos. Na auséncia de 2,4-D
ndo ocorreu nenhuma inducéo de calos. Na auséncia de BAP houve oxidagéo e necrose de
todos os calos. O tratamento que resultou em maior porcentagem de calos friaveis foi repetido
para obtencdo de grande nimero de calos e subsequente determinacdo da curva de
crescimento dos calos e estabelecimento das suspensoes celulares.

PALAVRAS-CHAVE: Piperaceae, metabdlitos secundarios, calos.



ABSTRACT

The Piperaceae family is distributed in tropical and subtropical in both hemispheres. In
Brazil there is a wide diversity of this family with and more than 500 species are concentrated
mainly in the Amazon and Atlantic forests. The Piper genus is characterized for the
abundance of bioactive secondary metabolites including alkaloids, amides, flavonoids and
terpenes of economic and medicinal importance. Among the Piper species stands out Piper
permucronatum Yuncker, an aromatic perennial shrub whose leaves are traditionally use in
the form of tea to combat menstrual and intestinal cramps, stomach pain, digestive problems,
diarrhea, hemorrhage, and nausea. In vitro methods of cultivation have been successfully used
for large-scale production of plant secondary metabolites. The objective of this study is to
determine a protocol for in vitro callus induction in leaf explants of P. permucronatum,
aiming at the establishment of cell suspensions for the production of secondary metabolites of
agricultural interest. Leaf explants of P. permucronatum were inoculated in a Murashige &
Skoog medium supplemented with different concentrations of the growth regulators 2,4-D
and BA. The treatment that resulted in the highest percentage of callus induction was 1.0 mg
L 2,4-D + 1.0 mg L™ BA, with callus in 100% of the explants. In the absence of growth
regulators callogenesis did not occur. In the absence of 2,4-D callus induction did not occur as
well. In the absence of BA there was oxidation and necrosis of the calluses. The treatment that
resulted in the highest percentage of friable calluses was repeated in order to produce a large
number of calluses and subsequent determination of the callus growth curve and
establishment of cell suspensions.

KEY WORDS: Piperaceae, secondary metabolites, callus.
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INTRODUCAO

Atualmente vem sendo desenvolvido na Embrapa Rond6nia um projeto que contempla
a aplicacdo de metabolitos secundarios contra carrapatos (Rhipicephalus microplus) de
bovinos, como forma de minimizar 0s prejuizos que estes organismos causam a bovinocultura
da regido Amazonica.

As doencas parasitarias sdo as que geram 0s maiores prejuizos nos sistemas pecuarios,
sejam eles diretos através da acdo espoliadora dos parasitas nos animais, ou indiretos, pelos
altos custos para a aquisicdo de farmacos utilizados para o controle. Mesmo com outras
formas mais recomendaveis, como controles estratégicos ou integrados e utilizando-se
conhecimentos epidemioldgicos e bioecoldgicos das espécies parasitarias, a principal forma
de combate aos parasitas pecudrios ainda € a aplicacdo de farmacos pesticidas e
quimioterapicos. Isto tem ocasionado duas importantes situacGes: a emergéncia da resisténcia
a pesticidas nas populacdes parasitarias e a presenca de residuos metabdlitos dos pesticidas e
dos antibidticos nos produtos de origem animal, que tende a se agravar justamente pela
necessidade de um maior namero de tratamentos parasiticidas ou da necessidade de aplicacdo
de formulacdes parasiticidas mais concentradas direcionadas ao controle das populacGes ja
resistentes.

Por isso é importante o estimulo de estudos sobre novas técnicas de controle,
incluindo-se a utilizacdo de produtos naturais que sejam menos agressivos ao meio ambiente.
Atualmente, a demanda de pesquisas tem se concentrando nas atividades bioldgicas de
metabdlitos secundarios de plantas. Algumas espécies tém se revelado bastante eficazes para
uso como inseticida boténico, além de outros efeitos bioldgicos, como atividade bactericida e
também fungicida. Estudos revelaram que dentre as plantas presentes na flora Amazonica
com estes efeitos bioldgicos se encontram as da familia Piperaceae, especialmente as espécies

pertencentes ao género Piper.

O presente estudo visa ao estabelecimento de suspensdes celulares de Piper
permucronatum a partir de pequenos fragmentos de folhas, inoculados em meio nutritivo

suplementado com diferentes concentragdes de reguladores de crescimento (BAP e 2,4-D).

Com isso espera-se contribuir para a producdo agropecuarios que é o aumento da
produtividade direcionado a atender a crescente demanda pela oferta de alimentos seguros

produzidos com mais eficiéncia, maior competitividade e isentos de efeitos prejudiciais ao
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meio ambiente, e que ainda sejam de qualidade e ndo causem perdas a salde daqueles que

irdo consumi-los.

Muitas outras metodologias importantes no campo da cultura de tecidos vegetais tém
sido diariamente implementadas e tem trazido novas possibilidades para o desenvolvimento e
aplicabilidade da biotecnologia na agropecuéria. A intensificacdo das pesquisas no campo da
cultura de tecidos vegetais possibilitara a aplicacdo de beneficios em um maior niumero de
espécies vegetais, incluindo muitas espécies nativas da Amazénia que até 0 momento ainda

nao foram estudadas.
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1. OBJETIVOS

1.1 GERAL
Estabelecer um protocolo para a inducdo de calos e o estabelecimento de suspensdes
celulares in vitro a partir de explantes foliares de P. permucronatum, visando a producdo de

principios ativos de interesse agrondmico e pecuario.

1.2 ESPECIFICOS

1. Testar protocolos para inducdo de calogénese em explantes foliares de P.
permucronatum em meio de cultivo suplementado com diferentes concentraces dos
reguladores de crescimento 2,4-D e BAP;

2. Determinar a curva de crescimento de calos induzidos em segmentos foliares de P.
permucronatum, visando & identificagdo das fases de crescimento, com foco na fase
desaceleracdo, quando os calos devem ser subcultivados para estabelecimento de
suspensdes celulares;

3. Estabelecer culturas de células em suspensdo a partir dos calos obtidos e determinar
sua curva de crescimento, identificando a fase estacionaria, quando a producdo de

metabolitos secundarios é maxima.



13

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

Em ambientes naturais, 0s vegetais estdo vulneraveis a um grande numero de
herbivoros, bactérias, virus, fungos, nematddeos, acaros, insetos entre outros. Para compensar
a impossibilidade de deslocamentos, os vegetais desenvolveram alguns mecanismos de
defesa, como a superficie das folhas composta por uma camada cerosa e um tecido protetor e
a producao de metabdlitos secundarios (GERSHENZON & ENGELBERTH, 2013).

Os metabdlitos secundérios se diferem dos primarios porque ndo estdo relacionados a
processos metabdlicos como respiracdo, fotossintese, absorcdo de nutrientes e crescimento da
planta, mas sim a processos mais complexos que podem envolver defesa contra a predacéao
por insetos e outros organismos, contra ataques de fungos e bactérias, atracdo de insetos
polinizadores e alelopatia, dentre outros (GERSHENZON & ENGELBERTH, 2013; WINK,
2003).

Com isso os metabdlitos secundarios produzidos e liberados por plantas tém um papel
importante na adaptacdo destas aos seus ambientes; essas moléculas contribuem para que as
plantas possam ter uma boa interacdo com os diferentes ecossistemas (GOBBO-NETO &
LOPES, 2007; HARBORNE, 1998). Assim, aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de
uma espécie, pois sao responsaveis por diversas atividades bioldgicas como antibioticos,
antifingicos e antivirais para proteger as plantas dos patdgenos, e também apresentando
atividades antigerminativas ou tdxicas para outras plantas, fitoalexinas. A fitotoxicidade
constitui uma fonte relativamente inexplorada de novos pesticidas (ROZWALKA et al., 2008;
DIAS & DIAS, 2007).

Ao longo dos séculos, devido as extensas atividades biologicas dos metabolitos
secundarios, as plantas sdo utilizadas na medicina popular e atualmente, além de seu uso
como medicamentos, também sdo utilizadas na &rea agrondmica, tendo em vista o potencial
inseticida dos metabolitos secundarios (ROZWALKA et al., 2008; BIAVATTI et al., 2007).

A producgdo de metabdlitos secundarios de plantas, ha tempos, vem sendo feita por
plantio de plantas medicinais. Contudo, plantas originarias de biotipos especificos podem ter
problemas para se desenvolver fora de seus ecossistemas locais. Algumas espécies de plantas
comuns ndo podem ser cultivadas em grandes quantidades em decorréncia a sua

susceptibilidade a patdgenos (ex. antracnose para Hypericum ou Arnica montana). Este fato
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tem levado os cientistas e biotecnologistas a considerar as culturas de células, tecidos e 6rgaos
como segunda maneira para produzir os correspondentes metabolitos secundarios in vitro.

No Brasil ha uma imensa diversidade de espécies vegetais cujo potencial de producéo
de metabdlitos secundarios ainda ndo foi explorado. Entre as pesquisas existentes sobre o
potencial fitoinseticida de algumas plantas nativas a familia Piperaceae vem se destacando
com algumas espécies promissoras no controle de diversas pragas (ROEL, 2001).

Os compostos secundarios de plantas sdo frequentemente classificados de acordo com
a sua rota biossintética. As principais familias de moléculas sdo os compostos fendlicos,
terpénicos e esterdides, e os alcaloides (TAIZ & ZEIGER, 2004; HARBORNE, 1998).

O papel dos compostos fenolicos esté relacionado com a sintese das ligninas, que séo
comuns a todas as plantas superiores, onde o odor, sabor e coloracdo agradaveis podem atrair
0s seres humanos, assim como também a animais e insetos para polinizacdo ou dispersdo de
sementes. Esse grupo de compostos também ajuda a proteger as plantas contra 0s raios
ultravioleta, insetos, fungos, virus, bactérias e ainda impedir o crescimento de outras plantas
competidoras (acdo alelopatica) (CROTEAU et al., 2000).

Os alcal6ides podem ser definidos como compostos farmacologicamente ativos,
possuindo um nitrogénio e derivados de aminoacidos (CORDELL, 1981). Porém, ndo séo
distribuidos de maneira uniforme no reino vegetal e sdo mais especificos para alguns géneros
e espécies de plantas. Esta restrita distribuicdo dos compostos secundarios estabelece a base
da quimiotaxonomia e ecologia quimica (HARBORNE, 1998). A funcdo dos alcaldides nas
plantas ainda ndo foi definida, contudo de acordo com Croteau et al. (2000), algumas
respostas estdo aparecendo com base nas funcBes eco-quimicas destes compostos. Com
relacdo as defesas quimicas das plantas os alcaldides apresentam grande variedade de efeitos
fisiolégicos sobre os animais e também atividades antimicrobianas. Muitos alcalGides séo

toxicos aos insetos e agem como repelente para herbivoros.
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2.2 Piper permucronatum, Yuncker (PIPERACEAE)

A familia Piperaceae € considerada uma das mais complexas e diversificadas entre as
angiospermas basais (familias que apresentam caracteristicas comuns a espécies consideradas
primitivas e evolutivamente distintas), e € por isso que a definicdo do nimero de géneros e
composicdo de espécies, a sua filogenia e modelo da diversidade floral é atualmente objeto de
grande controvérsia (JARAMILLO & MANOS, 2001). Para alguns autores, contém 14
géneros e cerca de 1.950 espécies, amplamente distribuida em ambos os hemisférios e inclui
plantas herbéceas, 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
numero de espécies endémicas (BARROSO, 1978; YUNCKER, 1972); recentemente espécies
de Ottonia foram incorporados ao género Piper (TEBBS, 1989).

O género Piper compreende cerca de 1.200 espécies distribuidas em regiBes 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 €
estimada a existéncia de cerca de 300 espécies (TAWAN et. al., 2002).

Neste género se encontra a espécie P. permucronatum Yuncker (Figura 1), um arbusto

aromatico, conhecido pelo nome popular de elixir paregérico e cujas folhas sdo utilizadas na

forma de cha contra célicas menstruais e intestinais, problemas digestivos, dor de estdémago,
diarréia, hemorragia e nausea (ANJOS JUNIOR, 2007).

Figura 1: Piper permucronatum Yuncker.
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Morais et al. (2007) relata o potencial deste género quanto a atividade larvicida,
avaliando quatro espécies ativas frente as larvas do mosquito Aedes aegypti, sendo as mais
ativas P. permucronatum e P. hostmanianum. A atividade biologica foi atribuida

principalmente & presenca dos arilpropandides dilapiol e miristicina.

2.3 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS

Técnicas de cultura de tecidos tém sido aplicadas as espécies vegetais produtoras de
principios ativos Uteis e com potencial de exploragdo econdmica (KERBAUY, 1997). As
plantas que produzem compostos bioativos sdo, na maioria das vezes, obtidas a partir de
coleta predatdria e indiscriminada (VILLAREAL et al., 1997), por esta razdo a cultura de
tecidos para producdo de metabdlitos secundarios ndo sé € vantajosa pela questdo ecolégica
como também do ponto de vista econémico. Tais vantagens incluem ainda a geracdo de
material necessario para os estudos em torno de um ano, células indiferenciadas, estado de
desenvolvimento das células relativamente uniforme, auséncia da interferéncia de
microrganismos (CROTEAU et al., 2000).

As culturas de células de plantas podem sintetizar grandes quantidades de metabdlitos
secundarios. Podendo ser mais favoravel em relacdo a producdo nas plantas, para as quais o
espaco de tempo para o acimulo destes metabdlitos pode variar entre estacdes para plantas
anuais ou entre diversos anos no caso das plantas perianuais, como por exemplo as arvores. E
ainda, com esta técnica as taxas de biossintese podem ser aumentadas, facilitando
grandemente os estudos (SANTOS et al., 2007; CROTEAU et al., 2000).

Dentre as técnicas, atualmente a suspensdo celular € empregada em trabalhos com
biorreatores visando a producdo de metabdlitos secundarios ou material clonal em escala
comercial (CID, 1998). Para isso, faz-se necessario determinar protocolos eficientes para a
indugdo e manutencéo de calos fridveis (KOLLAVORA, 2004; OKSMAN-CALDENTEY &
INZE, 2004).

Além disso, a constatacdo de que ocorrem modificacBes no teor de compostos de
acordo com o grau de diferenciacdo dos tecidos, levou ao desenvolvimento de um grande
numero de pesquisas com o intuito de estudar a viabilidade de producdo de compostos em
calos com diferentes caracteristicas, principalmente no que diz respeito a consisténcia e ao
potencial morfogénico (FLORES & NICOLOSO, 2007).
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2.3.1 Calogénese

A cultura de tecidos vegetais tem auxiliado na propagacdo clonal de diversos
gendtipos de plantas medicinais, permitindo a conservacdo do seu germoplasma; a obtencéo
de novas fontes de variabilidade por meio do cultivo de calos e células; na engenharia
genética e no melhoramento para aumentar a produgdo de metabdlitos secundarios de
interesse medicinal, ecoldgico ou agrondmico (ARIKAT, 2004; RAO & RAVISHANKAR,
2002; BOTTA et al.,, 2001). Neste contexto, a teécnica de inducdo de calos tem sido
amplamente utilizada visando ao aumento da producédo destes metabolitos (KERBAUY, 1997).

O calo é um aglomerado de células e tecidos formado pela intensa divisao das células
do explante em resposta a determinada condi¢cdes hormonais a que sdo submetidas, as quais
podem estimular o crescimento da massa de células de forma desorganizada ou o
desenvolvimento de 6rgdos como gemas, raizes ou embriBes, por organogénese ou
embriogénese (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). O tipo de calo formado em um
determinado genotipo, seu grau de diferenciacéo celular e potencial morfogenético dependem,
sobretudo do explante, meio de cultura e fitoreguladores. Também podem diferir em textura,
consisténcia e coloragdo. Alguns calos sdo compactos e crescem vagarosamente, outros séo
friaveis e mais dificeis de manipular (FLORES et al., 2006).

Diversos fatores interferem na calogénese, tais com o tamanho do explante,
composicdo do meio de cultura, reguladores de crescimento, 6rgdo fornecedor do explante,
idade e época do ano em que o explante é colhido e genétipo da planta doadora
(CERQUEIRA et al, 2002). Os calos sdo de grande importancia para estudos
morfogenéticos in vitro e para o estabelecimento de suspensdes de células para a obtencdo de
produtos secundarios, incluindo farmacos, representando uma biotecnologia de grande
interesse cientifico e comercial (RODRIGUES & ALMEIDA, 2010).

Para a obtencdo dos calos é necessario determinar o meio de cultura adequado para a
inoculacdo e manutencéo destes tecidos. Por isso, condi¢des para a formacao de calos e de seu
crescimento devem ser estudadas, sendo necessario o suplemento exdgeno de reguladores de
crescimento. O balan¢o hormonal entre auxinas e citocininas é o aspecto mais importante para
a cultura de calos (NOGUEIRA et al., 2007; TORRES et al., 1998). Esta é uma etapa
empirica, relativamente longa, mas que pode ser facilitada pelo uso de experimentos fatoriais
incompletos ou métodos de resposta de superficie (BARROS NETO et al.,, 1996; BOX,
1954).



18

Em um experimento fatorial para inducdo de calos, é necessario primeiramente
especificar os niveis em que cada fator serd estudado, isto é, os valores dos fatores
(concentracdo de auxinas e citocininas) que serdo empregados nos experimentos (BARROS
NETO et al., 1996). Para avaliar o efeito das concentracfes de auxinas e citocininas € preciso
um planejamento fatorial que requer a realizacdo de experimentos para todas as combinagoes
possiveis dessas concentracdes. Cada um desses experimentos, em que o sistema é submetido
a um conjunto de niveis definidos, é um ensaio experimental (CALDAS et al., 1998).

Depois da formacdo dos calos, pode ser necessario um periodo de subculturas
periddicas (transferéncia de fragmentos dos calos para um meio de cultura novo) para garantir
a estabilidade e/ou uniformidade dos tecidos de calos. Isto se deve a variagdes somaclonais
geradas in vitro podendo ocorrer com alguma frequéncia em tecidos de calos (MACHADO &
COLLETI, 1991). Esta variacdo gerada in vitro pode determinar uma producdo de metabolitos
secundarios varidvel, entre um ciclo e outro dos subcultivos. De acordo com Bourgaud et al.
(2001), é preciso varios ciclos de subculturas para que os calos apresentem um crescimento
uniforme e possam ser considerados como um conjunto de células homogéneas, como se

fossem resultado de uma Unica célula clonada.

2.3.2 Curva de Crescimento de Células de Calo

O calo deve ser avaliado quanto a velocidade de seu crescimento, bem como as
concentracOes intracelulares e extracelulares do metabdlito (FUMAGALI et al., 2008). De
acordo com Santos et al. (2015), as curvas de crescimento dos calos sdo importantes para
identificar os estagios dos processos fundamentais de crescimento, permitindo inferir sobre o
exato momento de subcultivar os calos em um novo meio de cultivo ou a possibilidade da sua
utilizacdo em suspensdes celulares, visando a producdo de metabdlitos secundarios em
especies medicinais.

Segundo George et al. (2008) e Castro et al. (2008), o crescimento e 0
desenvolvimento de calos podem ser verificados pela sua curva de crescimento, que
normalmente exibe cinco fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracdo e
estacionaria. A fase lag se caracteriza como a de maior producdo de energia, correspondendo
ao periodo que as células se preparam para o inicio da divisao celular, visando sua expanséo,
onde ocorre 0 inicio da mobilizacdo de metabdlitos, sintese de proteinas e compostos
especificos, resultando em um pequeno crescimento de calos. A fase exponencial é

biossintética, possuindo maior crescimento de calos, devido a alta taxa de divisao celular e ao
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aumento do numero de células. A fase linear caracteriza-se por diminui¢do da divisdo, mas
aumento de volume celular; a fase de desaceleracdo é 0 momento em que as culturas devem
ser transferidas para outro meio, pois ocorre a reducdo de nutrientes, producdo de produtos
toxicos, secagem do agar, consequéncia da reducdo do oxigénio no interior das células. Na

fase estacionéria, ocorre maior acimulo de metabdlitos secundérios (SMITH, 1992).

2.3.3 Culturas de Células em Suspensdo para Producdo in vitro de Metabdlitos

Secundarios

A suspensdo celular destina-se a obtencdo e proliferacdo de células isoladas ou
pequenos aglomerados, dispersos em um meio liquido, sob agitacdo continua, para evitar
possiveis gradientes nutricionais e gasosos no meio de cultura (SOUZA & SANTOS, 2007).
Além da produgdo de metabdlitos secundérios, a suspensdo celular também tem aplicabilidade
nas areas de bioquimica, fisiologia vegetal, fitopatologia e genética de plantas (FURDEN et
al., 2005; TORRES et al., 1998).

E necessario selecionar as diferentes linhagens de calos de acordo com a sua
competéncia celular para garantir uma producdo eficiente do metabdlito de interesse. Para
isso, cada calo deve ser testado separadamente, para avaliar a velocidade de seu crescimento,
bem como as concentracfes intracelulares e extracelulares do metabolito. Isto permite uma
avaliacdo da produtividade de cada linhagem celular para que somente as linhagens mais
produtoras sejam utilizadas nos estudos de células em suspensdo ou biorreatores
(FUMAGALI et al., 2008).

O monitoramento periddico da populacdo celular, através da contagem de células em
percentuais retirados da suspensdo, € o método mais recomendado para acompanhar o
crescimento. Existem também outros métodos mais praticos, como: o volume das células
sedimentadas, depois de serem levemente centrifugadas; o didmetro das células sedimentadas
no frasco da cultura; e 0 aumento do peso da matéria fresca ou seca (SOUZA & SANTOS,
2007; TORRES et al., 1998).

Na cultura de células em suspensdo, a maioria dos metabolitos secundarios é
produzida durante a fase de platd. Este déficit na producédo durante os estagios iniciais pode
ser explicado pela alocacdo de carbono estar distribuida preferencialmente com o
metabolismo primario (construgdo das estruturas celulares e respiracdo) quando o crescimento

é muito ativo. Por outro lado, quando o crescimento cessa, quantidades elevadas de carbono
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ndo sdo mais necessarias para 0 metabolismo primario e os compostos secundarios podem ser
sintetizados mais ativamente (MACHADO et al., 2006).

De acordo com Scott et al. (1981) e Verpoorte & Maraschin (2001) as células em
suspensdo constituem um bom material biologico para estudos sobre rotas biossintéticas.
Quando comparado as culturas de calos, as células em suspensdo permitem a recuperagdo de

grandes quantidades de células das quais as enzimas podem ser facilmente isoladas.

2.4 CONTRIBUICOES PARA O DESENVOLVIMENTO REGIONAL

A intervencdo no espaco de gestdo passou a demandar novas abordagens, devido ao
aparecimento de diferentes necessidades e limitacbes encontradas no processo de
planejamento regional. Nas politicas e diretrizes de gestdo foi integrada a participacdo da
sociedade e o0s projetos de desenvolvimento regional passaram a ser estabelecidos num
sistema integrado (FEDOZZI, 2011).

No que diz respeito a estrutura do planejamento para o desenvolvimento regional, as
novas abordagens procuram utilizar uma visao sustentavel inter-relacionada e fundamentada
por trés dimensdes que envolvem: a) as questdes institucionais, econémicas e sociais que
envolvem, na maioria, as ciéncias sociais aplicadas; b) as questdes de natureza territorial que
envolvem aspectos da geografia humana e organizacdo do espaco regional; e ¢) as demandas
ambientais que envolvem, principalmente o equilibrio para o uso racional do meio ambiente
local (VEIGA, 2006).

Nos ultimos anos a sociedade vem consolidando a adogdo de um novo referencial
cientifico para se pensar a relacdo entre os seres humanos e o meio ambiente. Mediante
conceitos derivados da ecologia e da evolucdo, e também influenciados pelo movimento
ambientalista, foi definido o conceito de sustentabilidade ecoldgica como indicador mais
importante de suas analises (LIMA & POZZOBON, 2005). Segundo Gadotti (2008),
sustentabilidade ecologica, ambiental e demogréafica (recursos naturais e ecossistemas), que se
refere a base fisica do processo de desenvolvimento e com a capacidade da natureza suportar
a acdo humana, com vistas a sua reproducdo e aos limites das taxas de crescimento
populacional.

De acordo com Lima & Pozzobon (2005), as atitudes de uma dada categoria
socioambiental em relacdo ao ambiente é influenciado por caracteristicas de sua formacgao
social, tais como a orientacdo de sua producdo econémica, grau de envolvimento com o

mercado e a posse de uma cultura ecoldgica.
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Com a pratica de medidas politicas eficazes serd possivel concentrar as atividades dos
diversos grupos sociais e suas reinvindicagdes e direitos de uso da terra em um
desenvolvimento regional adaptado as caracteristicas ecoldgicas e as necessidades da
populacéo envolvida (KOHLHEPP et al., 2002).

Para que ocorra o desenvolvimento regional é necessario o0 bom emprego de todos os
potenciais locais. Pelos conceitos formulados pela teoria econdmica, problemas enfrentados
por determinada atividade refletem imediatamente no resultado global da economia, devido a
interdependéncia setorial da producdo. Da mesma forma, se um setor apresenta
desenvolvimento, todos os outros tendem a crescer em conjunto (KROETZ et. al., 2009).

Na busca de se conceber uma nova proposta de desenvolvimento rural, os aspectos da
localidade, interagindo com as demais caracteristicas da sustentabilidade e integracdo social e
territorial, emergem como um dos seus aspectos fundamentais. O entendimento de
desenvolvimento centrado essencialmente no local apresenta-se com uma conotagdo
fundamentalmente integracionista, referente a superacdo das necessidades especificas das
localidades; e, de uma integracao das especificidades locais, referente a formacéo de sinergias
territoriais (ARAGAO & BORRERO, 2007).

A agropecuéria é formada por atividades agricolas, pecuarias e da silvicultura. E delas
desmembram-se varias outras, principalmente aquelas ligadas a industrializacdo de alimentos,
que por outro lado necessitam de variados servicos. Este ciclo motiva, em Ultima instancia, o
desenvolvimento econdmico regional (KROETZ et. al., 2009). Desta maneira, ¢é

imprescindivel que os estudos regionais considerem todos os elos da cadeia produtiva local.

Mas para atender as exigéncias de mercado, Rondonia precisa buscar pela garantia da
qualidade de seus produtos pecudrios, seja ela direcionada a producdo de carne ou de leite,
determinando a reducdo do uso de produtos pesticidas nos rebanhos, ndo somente pelos
transtornos da resisténcia as moléculas parasiticidas e suas consequéncias diretas, mas
também pela questdo ambiental e a presenca de residuos quimicos em produtos de origem
animal (JANK et al., 2005). Essa situacdo s0 pode ser vislumbrada com a utilizacdo de
principios ativos eficientes para o controle das parasitoses que acometem o0s rebanhos
pecudrios. Tal cenario impde um aprimoramento do setor produtivo, o qual deve incorporar
tecnologias direcionadas ao aumento da produtividade e que estejam alinhadas a
sustentabilidade da pecuaria (SOUZA et al., 2003).

Dentre os mais importantes problemas para o0s sistemas pecuarios bovideos, as

parasitoses mostram-se como fator limitante para a maxima produtividade dos rebanhos. A
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eficacia das bases parasiticidas de uso veterinario na atualidade representa um desafio para o
controle das populacdes de artropodes e hematozodarios de interesse pecuarios devido a
emergéncia e fixacdo nas populacGes parasitarias de genoOtipos resistentes as bases
parasiticidas disponiveis para comercializacdo (PINAZZA, 1998).

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

A procura por novas moléculas eficientes para o controle das parasitoses mostra-se
premente e alinhada as diretrizes da producdo de alimentos seguros, uma vez que a ocorréncia
de infestacdes e infeccbes por parasitas pecuarios representam importantes eventos que
expdem os sistemas de producdo pecuarios a perigos quimicos devido a necessidade da

utilizacdo de farmacos parasiticidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais
da Embrapa Rondonia, em Porto Velho, em parceria com o Laboratdrio de Fitoquimica e com

o Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal de Ronddnia (UNIR)

3.1 INDUCAO DE CALOS

3.1.1 Desinfestacdo do Material

As coletas de material vegetal foram realizadas de plantas matrizes mantidas em casa
de vegetacdo, com seis meses de idade e aproximadamente 50 cm de altura. As folhas foram
conduzidas ao Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, e lavadas com agua corrente,
detergente e esponja autoclavada durante cinco minutos e entdo, enxaguadas com agua
destilada. Em cadmara de fluxo horizontal, foram submersas em alcool 70% (v/v) por 1 minuto
e em hipoclorito de sddio 0,5% (v/v) por 20 minutos e em seguida, enxaguadas trés vezes com
solucdo estéril de agua destilada. As folhas foram reduzidas a segmentos de 1cm?em placas

de Petri esterilizadas (Figura 2).

Figura 2: Piper permucronatum Yuncker. (A) Procedimento de pré-limpeza. (B) Desinfestacdo. (C)
Explante recém-inoculado.
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3.1.2 Inducéo de calos

Os explantes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio contendo meio de
cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) a 50% (metade dos sais minerais e vitaminas),
acrescido dos reguladores de crescimento 2,4-D (&cido 2,4 diclorofenoxiacético) e BAP
(benzilaminopurina), nas concentracdes de 1, 2 e 4 mg L™ em combinacdes fatoriais. O
experimento foi mantido em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, a 26£1°C. Ao
final de 38 dias foi avaliado o percentual de explantes com calos fridveis, contaminacdo por
fungos e bactérias, oxidacdo e necrose. Foi utilizado delineamento experimental inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos compostos por cinco repeti¢cdes de quatro tubos de ensaio
contendo um explante cada, aplicados em combinagdes fatoriais entre as diferentes
concentracdes de reguladores de crescimento, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a
5%. Os tratamentos que resultaram em maiores porcentagens de calos friaveis foram repetidos
para obtencdo de grande numero de calos. Estes calos foram utilizados para estabelecer
suspensdes celulares em meio liquido sob agitacéo.

3.2 CURVA DE CRESCIMENTO DE CALOS

Seccoes foliares foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio MS 50%, pH 5,8
suplementados com 1,0 mg L™ de 2,4-D + 1,0 mg L * de BAP , 15 g.L"* de sacarose e 6 g.L™*
de agar. Apos a inoculacdo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo
de 16 horas, a 26x£1°C. As avaliagdes do desenvolvimento dos calos para fins de obtencéo da
curva de crescimento foram feitas a partir do dia da inoculacdo até o 70° dia, em intervalos de
sete dias. Em cada avaliacdo, trés calos foram cuidadosamente retirados dos tubos de ensaio,
limpos com papel absorvente para retirar excesso de meio de cultura e pesados
individualmente em balanca de preciséo.

Com os resultados foi estabelecida a curva de crescimento com as fases lag,
exponencial, linear, desaceleracdo, estacionaria e declinio. A importancia de se estabelecer a
curva de crescimento de calos de determinada espécie esta na identificagdo das fases em que
ocorrem 0s processos cinéticos fundamentais, permitindo a correta manipulagdo dos mesmos.

O percentual de crescimento dos calos observado em cada fase foi determinado pela
equacao proposta por Lameira (1997):
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% crescimento = Pf — Pi x100
Pf

onde:

Pf = Matéria seca final e Pi = Matéria seca inicial

3.3 DETERMINACAO DA MASSA SECA E DO TEOR DE AGUA DE CALOS

Para a determinacdo da massa fresca, os calos foram pesados imediatamente apos a
remocao do meio de cultura, e para a determinacdo da massa seca os calos foram transferidos
para placas de Petri de 6 cm de didmetro e mantidos em estufa, por 24 horas a 70°C. O teor de
agua dos explantes e calos foi avaliado visando a confirmacdo das fases de crescimento
identificadas por meio da matéria seca.

O teor de agua nos explantes foi expresso em porcentagem da massa fresca e
determinado através da seguinte formula (BEWLEY & BLACK, 1994):

Teor de agua (% da massa fresca) = (massa fresca — massa seca)/massa fresca x 100.

3.4 CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS EM SUSPENSAO

Os calos friaveis obtidos foram subcultivados em pequenos frascos de 20 ml contendo
5 ml de meio de cultura MS liquido suplementado com 30 g L™ de sacarose e a combinagéo
de reguladores de crescimento que deu origem ao calo com 50 mg de massa celular Gmida em
cada frasco. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento nas condigdes descritas, em
agitador orbital, a 30 rpm. O volume celular sedimentado (VCS) foi determinado durante 0s
vinte e sete dias subsequentes. As células foram isoladas do meio de cultura, por meio de
filtragem em membranas de nylon com porosidade de 0,2 um, a cada 3 dias de cultivo. Foram
coletados dois frascos para determinacdo da concentracdo celular e quantificada a massa
celular de todo o contetdo presente em cada frasco de vidro. A membrana contendo o
material filtrado foi levada a estufa com 50°C até atingir peso constante. Assim, a
concentracdo de células, expressa em massa fresca e seca de células por volume de meio de
cultivo apresentou um perfil de producéo, identificando as diferentes fases de multiplicagéo e

crescimento celular.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INDUCAO DE CALOS

Para o estabelecimento de protocolos de inducdo de calogénese em explantes foliares
de P. permucronatum foram testados meios de cultivos suplementados com varias
concentracBes de diferentes reguladores de crescimento acido giberélico (GAs) e as auxinas
acido alfa- naftalenoacético (ANA) e 2,4-D, e a citocinina BAP. Porém, somente as
combinac0es fatoriais de &cido 2,4-D e BAP originaram os resultados significativos.

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

Ja Paredes et al. (2012), em estudos com P. aduncum, obteveram além de calos
friaveis, a regeneracdo de brotos em folhas e entren6s com outras combinacdes de reguladores
de crescimento (ANA, BAP e GA3), mostrando um potencial morfogénico superior com
resposta de 66,5% de inducéo de calos.

Trabalhos prévios foram realizados para testar a eficiéncia do meio MS 50% e 100%
com as mesmas combinacOes fatoriais de 2,4-D e BAP descritas anteriormente, de onde se
concluiu que para a potencializagdo dos resultados de calogénese com explantes foliares de P.
permucronatum se daria com o0 meio MS 50% por apresentar menor oxidacdo dos explantes.
A composicao de sais minerais do meio basal utilizado € conhecida por afetar a capacidade de
regeneracdo e até mesmo a inducdo de calos em varias espécies (SATO et al., 1995; PREECE
1995).

Kelkar et al. (1996) observou em estudos com Piper colubrinum que o uso de MS 50%
reduziu o escurecimento dos explantes a 17,5% e aumentou o percentual de inducgéo de calos
para 66%. Resultado similar foi observado por Silva et al. (2003), que estudaram a influéncia
da concentragdo de sais e fitorreguladores sobre a indugdo de calos em &pices caulinares de
carqueja (Baccharis trimera) e observaram que a maior indugdo e crescimento de calos

ocorreu em meio MS 50% suplementado com 2,8 mg L-1 de ANA individualizado, ou nas
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concentragdes de 1,9 e 2,8 mg L-1 em combinac¢do com 1,25 ou 2,50 uM 0,3 ¢ 0,6 mg L-1
de cinetina (KIN).

Em contraste, Mathews & Rao (1984), Philip et al. (1992), Bhat et al. (1992) e
Aminuddin et al. (1993) tiveram resultados positivos usando MS 100% em culturas de tecido
com espécies do género Piper.

Neste experimento, a formacdo de calos iniciou aos 14 dias de cultura, com o
intumescimento dos explantes. Aos 49 dias, a formacéo de calos foi observada em todos os
tratamentos com o 2,4-D, indicando que este regulador de crescimento é necessario para a
calogénese nesta espécie. A figura 3 mostra 0 aspecto destes calos que apresentaram uma

coloracdo branca e fridvel.

Figura 3: Aspectos de calos de explantes foliares de Piper permucronatum Yuncker inoculados em
-~ meio MS contengp BAP e 2,4-D, ap0ds 49 dias de cultivo.

] 84

Barra=1cm.

O equilibrio hormonal adequado estaria entre as combinagdes de concentracdes de
1-4mgL"de24-DelmgL™"de BAP como pode ser observado na Tabela 1. A atividade
do 2,4-D é evidenciada ao se observar que nos tratamentos sem este regulador ndo ocorreu
inducdo. Mesmo ndo sendo observada formacdo de calos nos tratamentos com BAP
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isoladamente, a atividade deste regulador é importante, pois nos tratamentos em que esteve

presente houve diminuicdo de oxidacgdo e escurecimento dos calos.

Tabela 1: Porcentagens de inducdo de calos em explantes foliares de P. Permucronatum sob
diferentes concentracdes de BAP e 2,4-D no meio de cultivo, apds 49 dias de cultivo.

2,4-D(mgL™
BAP (mg L) 0 1 2 4
0 0 Ac* 40 Cb 45 Ch 60 Aa
1 0 Ac 100 Aa 80 Ab 75 Ab
2 0Ab 65 Ba 60 Ba 70 Aa
4 0 Ab 50 Ca 60 Ba 60 Aa

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

O mesmo foi observado no trabalho de Costa et al. (2008) que teve alta mortalidade
(63,5%) em explantes foliares de P. hipidinervum nos tratamentos com 2,4-D nas
concentracdes de 2,5 e 5,0 mg L ™.

Estudando a influéncia de diferentes combinacdes de auxina e citocinina sobre a
formagéo 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 friaveis de coloracdo verde intensa. A interacdo destes reguladores
corroboram com os resultados obtidos nesta pesquisa com P. permucronatum. Contudo, 0s
resultados obtidos por Valle (2003) foram provocados possivelmente pela alta concentracéo
de citocinina usada, em combinagdo com o 2,4-D, fato que pode ter anulado o efeito téxico do
2,4-D.

Apresentando resultados contrarios quanto ao emprego isolado de 2,4-D, Briskin et al.
(2001) obtiveram além de calogénese, a organogénese de raiz a partir explantes foliares de P.
methysticum na concentragdo de 2,0 mg L™

No presente trabalho, o tratamento que resultou em maior porcentagem de inducao de
calos foi: 1,0 mg L™* de 2,4-D + 1,0 mg L™ de BAP, com calos em 100% dos explantes. Estes
tratamentos foram repetidos para obtencdo de grande ndmero de calos friaveis a fim de
determinar a curva de crescimento de calos e posterior estabelecimento de suspensdes

celulares.
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Com relagdo a interacdo de BAP com 2,4-D, Briskin et al. (2001) e Kelkar et al. (1996)
potencializaram a inducdo de calos em explantes foliares realizando subcultivos nas mesmas
concentracdes do melhor tratamento deste trabalho (1,0 mg L™ de 2,4-D + 1,0 mg L de BAP)

em trabalhos com P. methysticum e P. colubrinum, respectivamente.
4.2 ESTABELECIMENTO DA CURVA DE CRESCIMENTO

A Figura 4 mostra o aspecto geral da formacéo de calos em segmentos foliares de P.
permucronatum em meio MS 50% suplementado com os reguladores de crescimento BAP e

2,4-D ambos nas concentracdes de 1mg L, desde a inoculagéo até 70 dias de cultivo.

Figura 4: Calos de Piper permucronatum Yuncker inoculados em meio MS 50% com
BAP e 2,4-D. A —primeiro dia de cultivo, B — 15 dias, C — 30 dias, D — 45,
E - 60 dias e F — 75 dias de cultivo.

Barra =1 cm.
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A curva de crescimento dos calos seguiu o padréo sigmoidal, apresentando seis fases
distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracdo e estacionaria e declinio (Figura 5). Esse tipo
de curva de crescimento ja foi observado em outras especies de plantas lenhosas de uso
medicinal como o murici-pequeno (NOGUEIRA et al., 2008), copaiba (AZEVEDO, 2003),
sangra d’agua (LIMA et al., 2007), aroeira-do-sertdo (VASCONCELOS et al., 2012),
japecanga (SANTOS et al., 1997) e barbatiméo (CASTRO et al., 2008).

Figura 5: Curva de crescimento de calos de Piper permucronatum Yuncker obtidos a partir de
segmentos foliares inoculados em meio MS 50%, contendo 1,0 mg L™ de 2,4-D e
1,0 mg L de BAP durante 70 dias de cultivo.
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O comportamento da curva de calos acontece em funcdo da espécie de estudo e do
explante utilizado. Para cafeeiro ndo foram identificadas todas as fases, somente trés; lag,
exponencial e linear, devido a baixa velocidade de crescimento de calos que essa espécie
apresenta (SANTOS et al., 2003).

A fase lag, onde as células do explante se preparam para a divisdo celular e producéo
de energia, ocorreu até o 21° dia apds a inoculagdo, com um incremento médio de 9,1 mg de
matéria seca nos explantes. Valle (2003) avaliando o crescimento de calos obtidos com base
em segmentos foliares de pimenta longa (Piper hispidinervum) observou a fase lag em torno
de 10 dias de cultivo.

A segunda fase, exponencial, estendeu-se do 21° ao 49° dia de cultivo, com acimulo
de 32,1 mg de matéria seca, periodo esse caracterizado pela méaxima divisdo celular. A fase
lag pode ser considerada como uma fase produtora de energia e a fase exponencial como fase
biossintética (SHIMIZU, 1977). O periodo da fase exponencial de crescimento em outras

culturas encontrado na literatura é varidvel. Em Stryphnodendron adstringens a duracgdo foi
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entre 0 31° ao 50° dia de cultivo (CASTRO et al., 2008), 14 dias para Taxus chinensis (CHOI
et al., 2000), 18 dias com Rauwolfia sellowii (RECH et al., 1998) e 26 dias em cultura de
Taxus baccata (HIRASUNA et al., 1996).

O teor de agua dos explantes e calos foi avaliado visando a confirmacdo das fases de
crescimento identificadas por meio da matéria seca. Na Figura 6 pode ser observado que a
maior porcentagem de teor de agua, 90%, ocorreu entre 0 49° ao 56°, que coincide com a fase
linear do crescimento de calos. Esta fase € caracterizada pela diminuicdo da divisdo celular e
aumento do volume celular, o que explicaria maior conteddo de agua. O incremento de

matéria seca nesta fase foi de 29,3 mg por explante.

Figura 6: Porcentagem de teor de 4gua em calos de Piper permucronatum Yuncker obtidos a partir de
segmentos foliares inoculados em meio MS 50%, contendo 1,0 mg L' de 2,4-D e
1,0 mg L de BAP durante 70 dias de cultivo.
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Mesmo que o periodo de crescimento linear de calos de P. permucronatum tenha sido
alcancado com aproximadamente dois meses de cultivo, outras espécies podem atingir essa
fase com maior rapidez, principalmente quando se utiliza explantes secundarios, em que o
tecido se apresenta mais homogéneo. Soares (2003), por exemplo, estudando a curva de
crescimento de calos induzidos baseando-se em explantes foliares de ingd (Inga vera),
observou a ocorréncia da fase linear entre o0 30° e 60° dia apds a inoculagdo. Nogueira et al.
(2008) observou a fase linear da curva de crescimento de explantes foliares de murici-
pequeno (Byrsonima intermedia) entre o 40° e 60° dia ap6s a inoculagdo. J& com sangra
d’agua (Croton urucurana) ocorreu somente entre o 70° e 98° dias de cultivo (LIMA et al.,

2007).
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Entre 0 56° e 63° dia observou-se a fase de desaceleracéo e estacionaria, com apenas
1,2 mg de incremento de matéria seca por explante. Na fase de desaceleragdo, os calos devem
ser transferidos para um novo meio de cultura, devido a reducdo de nutrientes, secagem do
agar e acumulo de substancias toxicas (SMITH, 1992). Com isso, os resultados desse estudo
indicam que a repicagem de calos de folhas de P. permucronatum deve ser realizada no inicio
da fase de desaceleragéo, ou seja, aos 56 dias de cultivo. Vasconcelos et al. (2012), estudando
a curva de crescimento de aroeira-do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. All), também
recomendam que a repicagem fosse feita aproximadamente aos 60 dias apos a inoculagdo. Ja
Santos et al. (2008) verificaram que a repicagem de calos provenientes de folhas de Coffea
canephora L. cv. Apoata deve ser efetuada aos 70° dia de cultivo.

A partir do 70° dia, a cultura entrou em fase de declinio, com perda de 4,5 mg por
explante. Na fase de declinio os calos iniciaram um processo de degradacdo, apresentando
escurecimento da massa e do meio (Figura 4-F). Os compostos pigmentados formados nos
calos podem estar relacionados a senescéncia do calo como uma resposta ao estresse surgido
frente a um possivel déficit de hormonios, nutrientes ou agua, condi¢cdes de provocam um
aumento em radicais livres (ARNALDOS et al., 2001). Valle (2003) também observou esta
fase em P. hispidinervium a partir de 40-45% de cultivo. J& Nogueira et al. (2008) observaram
esta fase a partir do 100° dia em Byrsonima intermedia (murici-pequeno).

Os resultados apresentados pela curva de crescimento de calos de P. permucronatum é
lento, o qual possivelmente esta associado a ocorréncia de um ciclo celular também lento
(ALBERTS et al., 1997).

4.3 ESTABELECIMENTO DA CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS EM
SUSPENSAO

A curva de crescimento da cultura em suspensdo teve um padrdo semelhante ao do
calo (Figura 5). O crescimento de células apresentou seis fases distintas: lag, exponencial,

linear, desaceleracéo, estacionaria e declinio, conforme mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Curva de crescimento de células em suspensdo em funcéo da duracéo da cultura no
meio MS liquido suplementado com 1,0 mgL ™" de 2,4-D e
1,0 mg L™ de BAP durante 15 dias de cultivo.
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A fase lag ocorreu até o 3° dia, com um incremento médio de 3,8 mg e 0,45 mg de
matéria fresca e seca respectivamente. Esses resultados foram similares aos obtidos em
Cataranthus roseus (PETERSEN, 2006) e em Cordia verbenacea (LAMEIRA et al., 2009).

O periodo de maxima divisdo celular ou periodo de crescimento exponencial ocorreu
entre 0 3° e 0 6° dia com um incremento médio de 8,2 mg e 0,55 mg de matéria fresca e seca
respectivamente. Em Piper solmsianum esse periodo se estendeu por cerca de 6 dias entre o 6°
e 0 12° dia de cultivo (BALBUENA et al., 2009). Em suspenséo de células de Salvia frutiosa,
essa fase durou cerca de 12 dias, entre 0 4° e 16° dia de cultivo (KARAM et al., 2003).

O periodo de crescimento linear ocorreu entre 0 6° e 0 9° dia, com um incremento
médio de 18,1 mg e 1,05 mg de matéria fresca e seca respectivamente. Nesse periodo, a
divisdo celular diminui e as células crescem (SMITH, 1992). Petersen (2006) observou a
ocorréncia desta fase entre 0 5° e 0 7° dia de cultivo em Cataranthus roseus. Karam et al.,
2003 observaram a fase linear na Salvia frutiosa, entre 0 16 ° e 20° dia.

Ap0s o periodo de crescimento, as células entram na fase de desaceleracé@o seguida da
fase estacionaria onde ha um maior nimero de celulas com menor capacidade de divisdo
celular e a célula entra em estagio de diferenciacdo celular. Estas fases foram observadas entre
0 9% e 0 12° dia, com uma leve perda de 0,8 mg de matéria fresca e incremento médio de 0,25
mg de matéria seca por explante. Na fase estacionaria, geralmente ocorre o maior acimulo de

metabolitos secundarios, porém com menor crescimento celular. Em Piper cernuum estas
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fases foram observadas entre 0 18° e 0 21° dia de cultura e em Piper crassinervium entre o 16°
e 0 26° dia (DANELUTTE et al., 2005); entretanto Balbuena et al., 2009 verificaram essa fase
entre 0 30° e 0 42° dia de cultura em Piper solmsianum.

A partir do 12° dia, a cultura entrou em fase de declinio, com perda de 15,5 mg e 0,4
mg de matéria fresca e seca, respectivamente, por explante. Ciclos muito mais longos em
geral s&o observados em outras espécies e géneros.

Este estudo vai subsidiar trabalhos relacionados a identificacdo do potencial bioativo
de metabolitos secundarios de espécies de piperaceae atuando como método alternativo de
controle do acaro Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Pesquisas realizadas reportam que
essas plantas apresentam atividade inseticida, bactericida, fungicida e acaricida (SILVA,
2014; MESQUITA et al., 2005). A utilizacdo de plantas toxicas e medicinais no controle de
pragas € de grande importancia para a agricultura familiar e para o desenvolvimento
sustentavel. A grande diversidade de plantas da Amazonia possibilita a pesquisa de novos
produtos que poderdo vir a substituir ou diminuir o uso de defensivos quimicos (SILVA et al.
2007). Assim, depois de extraidos e testados os principios ativos de Piper permucronatum,
podera ser uma alternativa para controlar o carrapato bovino R. microplus e minimizar os
impactos ambientais causados pelos acaricidas sintéticos.

Com isso, espera-se apoiar o desenvolvimento da regido Norte, com a disponibilizacao
de tecnologias passiveis de utilizacdo para lidar com fatores limitantes da producdo

agropecuaria.



35

CONCLUSOES

e Para a inducdo de calos em explantes foliares de P. permucronatum recomenda-se
a utilizacdo de meio de cultura MS 50% suplementado com BAP e 2,4-D. O
tratamento que resultou em maior porcentagem de inducéo de calos foi: 1,0 mg L™
de 2,4-D + 1,0 mg L* de BAP com calos em 100% dos explantes.

e A curva de crescimento dos calos desta espécie apresenta um padrdo sigmdide,
com seis fases distintas de crescimento. O momento adequado para repicagem dos
calos é entre 0 56° e 0 63° dia ap6s a inoculagdo. Os calos possuem aspecto friavel
e crescem em taxas adequadas, sendo indicados para estudos de células em
suspensao.

e A curva de crescimento de células em suspensdo definiu o periodo entre 0 9° e o
12° dia de cultura para o maior acimulo de metabdlitos secundarios (fase
estacionaria).

e A utilizacdo de plantas tdxicas e medicinais no controle de pragas é de grande
importancia para a agricultura familiar e para o desenvolvimento sustentavel. Este
estudo vai subsidiar trabalhos relacionados a identificacdo do potencial bioativo
de metabolitos secundarios de espécies de piperaceae atuando como método
alternativo de controle do acaro Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Com isso,

espera-se apoiar o desenvolvimento da regido Norte.
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