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RESUMO

Capsicum chinense é uma espécie conhecida por suas substancias provenientes do
metabolismo secundario e que possui potencial inseticida. O objetivo dessa pesquisa foi
estabelecer sistemas de cultivo de células em suspensdo a partir de segmentos foliares e
nodais da cultivar Capsicum chinense cv. BRS Moema, visando a producdo de principios
ativos de interesse agropecuario. No Laborat6rio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Rondbnia, explantes foliares e nodais foram retirados de plantulas cultivadas ha 70 dias e com
aproximadamente 10 cm de altura e, em camara de fluxo horizontal, foram inoculados em
meio Murashige & Skoog suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0;
e 4,0 mg. L) e BAP (0,0; 0,1; 0,5; 2,5 mg. L) em combinagéo fatorial. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, a 26+1°C. Foram avaliadas a
inducdo de calos (IC), a area coberta por células de calos (ACCC), a massa fresca (MF) e a
massa seca (MS) dos explantes, aos 35 dias apds a inoculacdo. Os tratamentos que resultaram
em maior proliferacdo de células de calos foram repetidos para determinar a curva de
crescimento dos calos, com foco na fase de desaceleracdo, quando os calos devem ser
subcultivados para estabelecimento de suspensfes celulares. Nos 49 dias subsequentes,
explantes foram pesados a cada sete dias para estabelecer a curva de crescimento. Em
seguida, as células de calo foram transferidas para frascos com 5 mL de meio liquido
contendo 2,0 mg. L de 2,4-D + 0,1 mg. L™ de BAP para explantes foliares € 2,0 mg. L™ de
24-D + 25 mg. L de BAP para explantes nodais, visando a determinagdo da fase
estacionaria do crescimento das células em suspensdo, quando a producdo de metabolitos
secundarios atinge seu maximo. Para isso, nos 15 dias subsequentes, a cada trés dias,
suspensdes foram filtradas e as células foram pesadas. As culturas foram mantidas em
agitador a 40 rpm em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, a 26£1°C. Os maiores
valores de IC, ACCC, MF e MS foram observados no tratamento que combinou 2,0 mg L™ de
2,4-D + 0,1 mg. L ! de BAP (calos em 100% dos explantes foliares) e 2,0 mg. L™ de 2,4-D +
2,5 mg. L't de BAP (calos em 100% dos explantes nodais). As curvas de crescimento de calos
e suspensdes seguiram um padrdo sigmdide. Nos explantes foliares, a fase de desaceleracao
do crescimento dos calos ocorreu do 40° ao 42° dia e em explantes nodais, 36° ao 42° dia. N&do
foi possivel delimitar a fase estacionaria do crescimento das suspens@es celulares, mas pode-
se inferir que a producdo maxima de metabdlitos secundarios ocorre aproximadamente do 9°
ao 10° dia em explantes foliares e do 5° ao 6° dia em explantes nodais.

PALAVRAS-CHAVE: Pimenta, calos, metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

The species Capsicum chinense is known for its substances from the secondary metabolism
and has insecticidal potential. The objective of this research was to establish cell suspension
culture systems from leaf and nodal segments of the cultivar Capsicum chinense cv. BRS
Moema, aiming at the production of active principles of agricultural importance. At the Plant
Tissue Culture Laboratory of Embrapa Rondonia, leaf and nodal explants were taken from 70
day old seedlings with about 10 cm tall and, in a horizontal flow chamber, were inoculated in
Murashige and Skoog medium supplemented with different concentrations of 2,4-D (0.0, 1.0,
2.0, and 4.0 mg. LY and BA (0.0, 0.1, 0.5, and 2.5 mg. L) in a factorial combination.
Cultures were maintained in a growth room under a 16 hour photoperiod at 26+1°C. At the
35" day after inoculation, callus induction (CI), area covered by callus cells (ACCC), fresh
mass (FM) and dry mass (DM) of the explants were evaluated. The treatments that resulted in
higher proliferation of callus cells were repeated to determine the callus growth curve,
focusing on the deceleration phase, when the calluses must be subcultured for establishment
of cell suspensions. In the subsequent 49 days, every seven days, calluses were weighed in
order to establish the growth curve. Then, the callus cells were transferred to flasks with 5 ml
of liquid medium containing 2.0 mg. L 2,4-D + 0.1 mg. L™* BA for leaf explants and 2.0 mg.
Lt 2,4-D + 2.5 mg. L** BA for nodal explants, in order to determine the stationary phase of
growth of cell suspensions, when the production of secondary metabolites reaches its
maximum. For this, in the subsequent 15 days, every three days, suspensions were filtered and
cells were weighed. The cultures were kept on a stirrer at 40 rpm in a growth chamber under a
16 hour photoperiod at 26x£1°C. The higher values of CI, ACCC, MF and MS were observed
in the treatment combining 2.0 mg. L 2,4-D + 0.1 mg. L't BA (callus in 100% of leaf
explants) and 2.0 mg. L 2,4-D + 2.5 mg. L'* BA (callus in 100% of nodal explants). The
growth curves of calluses and suspensions followed a sigmoidal pattern. In leaf explants the
deceleration of the callus growth took place from the 40" to the 42™ day; in nodal explants
the 36" to the 42" day. It was not possible to delimitate the stationary growth phase of the
cell suspensions, but it can be inferred that the maximum production of secondary metabolites
occurs approximately from the 9"to the 10" day in leaf explants and from the 5" to the 6" day
in nodal explants.

KEYWORDS: Pepper, callus, secondary metabolites.
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INTRODUCAO

Os vegetais produzem grande diversidade de compostos organicos que sdo conhecidos
como metabdlitos priméarios e secundarios. Os metabdlitos primarios possuem funcdo
estrutural e de armazenamento de energia. J& os metabolitos secundarios ndo possuem relacao
com crescimento e desenvolvimento das plantas. Esses metabolitos sdo em geral, defesas
bioguimicas das plantas que podem atuar negativamente no comportamento e na fisiologia
dos insetos, causando sua mortalidade.

Atualmente, a demanda de pesquisas tem se concentrando nas atividades bioldgicas de
metabolitos 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. Neste caso 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.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais podem ser alternativas viaveis para a
exploracdo do potencial de plantas produtoras de substancias bioativas, pois possibilita a
producdo de metabodlitos secundarios in vitro em sistemas conhecidos como suspensdes
celulares, além de permitir a producdo de um elevado nimero de plantas em curto espaco de

tempo e com alta qualidade genética e fitossanitaria.

A espécie Capsicum chinense é mundialmente conhecida por sua importancia
econdmica na industria alimenticia, além de fornecer principios ativos para a indUstria
farmacéutica, cosmética e para a agroindustria. As substancias provenientes do seu
metabolismo secundario podem ser utilizadas em préticas agricolas alternativas que possuem
potencial inseticida, devido as substancias que sd@o encontradas, tais como, alcaldides,

flavonoides, cumarinas, saponinas e 0leos essenciais.

Na literatura atual, ndo ha trabalhos que descrevam protocolos para a inducéo de calos
em Capsicum chinense BRS Moema. A determinacdo de um protocolo para inducdo de calos
e 0 estudo da curva de crescimento dos calos e da suspensao celular fornecerdo subsidios para
futuros trabalhos relacionados aos seus aspectos fitoquimicos e a bioatividade dos seus

metabdlitos secundarios.

Diante da importancia econémica e caréncia de estudos relacionados & producgéo in

vitro de metabdlitos secundarios por essa espécie, 0 presente estudo visa ao estabelecimento
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de um protocolo para calogénese a partir de explantes foliares e nodais de C. chinense BRS
Moema avaliando diferentes concentracfes de reguladores de crescimento (2,4-D e BAP),
bem como a determinacédo da curva de crescimento dos calos, visando a identificacdo da fase
desaceleracdo, que indica quando as células de calos devem ser subcultivadas em meio
liquido para o estabelecimento de suspensdes celulares para posterior producéo de metabolitos
secundarios de interesse agrondmico e pecuario.

Essa pesquisa se insere em um projeto que a Embrapa Ronddnia vem desenvolvendo
que contempla a aplicacdo de metabolitos secundarios contra carrapatos (Rhipicephalus
microplus) de bovinos, como forma de minimizar os prejuizos que estes organismos causam a
bovinocultura da regido Amazonica, utilizando de extratos vegetais para o combate desses
organismos, tornando assim, uma pratica menos agressiva ao meio ambiente e reduzindo a

utilizacdo de inseticidas quimicos.

Dessa forma espera-se contribuir para a solu¢do do grande desafio dos sistemas de
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 meio ambiente, e que ainda sejam de

qualidade e ndo causem prejuizos a saude daqueles que irdo consumi-los.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer sistemas de cultivo de células em suspensao a partir de inducédo de calos e
curvas de crescimento de folhas e segmentos nodais de Capsicum chinense BRS Moema,

visando a producéo de principios ativos de interesse agrondmico e pecuério.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer protocolos para inducdo de calos em explantes foliares e segmentos nodais
de C. chinense BRS Moema em meio de cultivo suplementado com diferentes
concentragdes dos reguladores de crescimento 2,4-D e BAP;

2. Determinar a curva de crescimento de calos induzidos em segmentos foliares e nodais
de C. chinense BRS Moema, visando a identificacdo das fases de crescimento, com
foco na fase de desaceleracdo, quando os calos devem ser repicados;

3. Determinar a curva de crescimento de suspensdes celulares, identificando a fase em

que ocorre a maior producdo de metabdlitos secundarios.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O GENERO Capsicum

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae e apresenta cerca de 30 espécies
que compreendem uma grande variedade de pimentas e pimentfes, desde as doces até as com
elevado grau de pungéncia. Sao originarias das Américas sendo encontradas principalmente
em zonas tropicais e produzidas em diversos paises (MAPELI et al., 2011).

A evolucdo desse género ocorreu a partir de uma forma ancestral na area da Bolivia-
Peru, permitindo a associacdo a0 homem a mais ou menos 10 ou 12 mil anos, quando as
primeiras populacdes habitaram as Américas (BASU, 2003).

Foi a partir da intensificada movimentacdo das populacdes européias entre as
comunidades indigenas, que os espanhdis e 0s portugueses foram os primeiros a ter contato
com a pimenta do género Capsicum, disseminando-a assim para varios lugares, onde adquiriu
caracteristicas e nomes proprios (RUFINO & PENTEADO, 2006).

Acredita-se também que a dispersdo desse género possa ter sido feita por passaros
migratorios que, ao irem de uma regido para outra, distribuiam as sementes em novas areas
(WITT & BOSLAND, 1997).

Esse género possui cerca de 35 taxons (espécies e variedades), classificados em
categorias de acordo com o nivel de domesticacdo, sendo cinco taxons domesticados e trinta
silvestres (semidomesticados e silvestres) (REIFSCHNEIDER, 2000; De WITT e
BOSLAND, 2009).

Capsicum annuum L., Capsicum baccatum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum
frutescens L. e Capsicum pubescens sdo considerados 0s cinco taxons domesticados
(BIANCHETTI, 1996).

Segundo Pickergill (2007), C. annuum var. annuum e C. futenscens foram
domesticadas entre o centro do Meéxico e o noroeste da Costa Rica, C. baccatum. var.
pendulum e C. pubescens na regido Andina, e C. chinense na regido da Planicie Tropical da
América do Sul.

Barboza & Bianchetti (2005) descrevem 3 novas espécies de Capsicum de ocorréncia
na costa leste do Brasil: Capsicum pereirae (Espirito Santo e Minas Gerais), Capsicum
friburguense (endémica e de uma area restrita de Nova Friburgo, Rio de Janeiro) e Capsicum

hunzikerianum (S&o Paulo).
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Figura 1 - Pimentas do género Capsicum.

O género Capsicum é reconhecido por sua pungéncia e flavor e € o Unico da familia
Solanaceae que possui 0 alcaléide capsaicina (8-metil-N-vanilil 1-6-nonamida), composto
quimico pungente sintetizado e acumulado nos tecidos da placenta de seus frutos (BOSLAND
& VOTAVA, 1999). A atividade antioxidante dos capsaicionoides inibe a peroxidagdo de
lipidios, justificando o seu uso como antioxidantes naturais (REIFSCHNEIDER, 2000;
RISTORI et al., 2002).

A capsaicina possui extensa variedade de beneficios terapéuticos e é utilizada pela
populacdo no combate ou amenizacdo da sindrome de p6s-mastectomia, urticaria, psoriase,
neuropatia diabética, artrite, prurido vaginal, alergias, neuromas péscirargicos (KNOTKOVA
et al., 2008), regulacdo da pressdo arterial, metabolismo da gordura pela acdo termogénica
(LEUNG, 2008), prevencéo de cancer (SURH, 2003) e acdo antibacteriana (TEWKSBURY et
al., 2008). A capsaicina em agdo conjunta com o B- caroteno e as vitaminas A e C atuam na
diminuicdo do nivel de gordura no sangue, possuem acdo expectorante ajudando a
descongestionar vias (LEUNG, 2008), acdo anti-inflamatdria e antioxidante (TEWKSBURY
et al., 2008).

As plantas do género Capsicum possuem polinizacdo cruzada, embora autégamas, o

que facilita a sua reproducdo, ocorrendo entre individuos dentro da mesma espécie e entre
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espécie desse género (CARVALHO & BIANCHETTI, 2008), favorecendo alteracGes
morfolodgicas na flor pela acéo de insetos polinizadores e por préticas de cultivo (RIBEIRO et
al., 2008).

Existem atualmente, no Brasil, inUmeras pesquisas sobre o potencial inseticida de
algumas plantas nativas. As plantas do género Capsicum, estdo suscetiveis a esses estudos
pois sdo encontradas substancias com atividade inseticida e de repeléncia, tais como
alcaloides, flavonoides, cumarinas, saponinas e 6leos essenciais, provenientes do metabolismo

secundario.

2.2 A ESPECIE Capsicum chinense BRS MOEMA

A espécie Capsicum chinense teve origem nas Américas, sendo a mais difundida, na
Ameérica tropical. Possui a maior area de diversidade situada na Bacia Amazénica, de onde se
pode concluir ter sido domesticada pelos indigenas, e, portanto, considerada como a mais
brasileira entre as espécies domesticadas (REIFSCHENEIDER, 2000).

Pertencente a familia Solanaceae, essa espécie compreende 31 géneros e cerca de 500
espécies nativas ocorrendo em diversas partes do mundo, tendo como centro de diversidade a
América do Sul (HUNZIKER, 2001). A expansdo global mais limitada da espécie se deve
mais provavelmente a sua descoberta na América do Sul, depois de C. annuum ja ter sido
estabelecida no Continente Europeu (ESHBAUGH, 1993).

A variedade C. chinense BRS Moema pertence ao grupo varietal popularmente
conhecido como “biquinho”. Esta cultivar surgiu em 2003 no Triangulo Mineiro, quando os
agricultores a utilizavam somente para consumo préprio. Com a demanda crescente de
produtores e industrias e principalmente pela perda gradativa de sua principal caracteristica de
ser picante, a Embrapa Hortaligas a selecionou e desenvolveu a partir da populacdo CNPH
3870 (RIBEIRO et al., 2008).

As plantas de BRS Moema tém habito de crescimento intermediario, com cerca de 60
cm de altura e um metro de didmetro. Os frutos apresentam coloracdo verde quando imaturos,
alaranjada em fase de maturacdo e vermelha quando maduros devido a presenca do
carotendide capsantina (23 pg/g), medindo aproximadamente 1,5 cm de largura por 2,6 cm de
comprimento e 3 mm de espessura de parede. O formato triangular pontiagudo dos frutos,

como um “biquinho”, da origem ao nome comum deste grupo. Nas condi¢des de cultivo do
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Brasil Central, a colheita dos frutos maduros tem inicio cerca de 90 dias apds o transplantio
das mudas para o campo (RIBEIRO et al., 2008).

Figura 2 — Plantas de Capsicum chinense BRS Moema.

A BRS Moema apresenta resisténcia ao nematoide das galhas (Meloidogyne javanica)
e a uma espécie de potyvirus, o Pepper yellow mosaicvirus (PepYMV), que é considerado um
dos principais patdgenos que afetam a cultura no pais (RIBEIRO et al., 2008).

Essa cultivar se destaca pelo alto grau de uniformidade das plantas e dos frutos,
numero elevado de frutos por planta e, principalmente, em relacdo a auséncia de pungéncia
nos frutos. Esta é uma caracteristica ainda ndo estabilizada em algumas das populag¢fes do
grupo “biquinho” cultivadas no Brasil. Possui potencial tanto para o mercado de frutos frescos
como para 0 processamento de conservas para aperitivos e geléias, uma vez que seus frutos
sdo aromaticos, crocantes, saborosos e atendem aqueles consumidores que ndo consomem
pimentas ardidas. BRS Moema pode, também, ser utilizada como pimenta ornamental
(RIBEIRO et al., 2008).

No Brasil, o cultivo de pimenta se adapta perfeitamente ao modelo de agricultura
familiar e de integracdo pequeno agricultor-industria, pois em sua maioria, as pimentas sao
cultivadas em unidades familiares e com baixo uso de insumos (REIFSCHNEIDER &
RIBEIRO, 2008). Entretanto, esse mercado proporciona grandes perspectivas e

potencialidades, pela versatilidade de suas aplica¢Bes culinarias, industriais, medicinais e
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ornamentais. Segundo a Embrapa Hortalicas, esse mercado gera uma renda bruta variavel de 4
a 12 mil reais ha® ano, desde o preparo do solo até a sua colheita (RUFINO & PENTEADO,
2006).

2.3 POTENCIAL INSETICIDA

O uso de inseticidas quimicos possui efeitos indesejaveis e com isso, a preocupacao
dos consumidores quanto a qualidade dos alimentos, o que tem incentivado estudos sobre
novas técnicas de controle (TAVARES, 2002). Estas técnicas incluem a utilizacdo de
produtos naturais que sejam menos agressivos ao meio ambiente, pois a utilizacdo intensiva e
indiscriminada dos inseticidas quimicos na producdo agropecuaria favoreceu o surgimento de
pragas secundarias, resisténcia por parte dos insetos e outras pragas e efeitos cumulativos
sobre 0 ambiente, ndo conseguindo eliminar os problemas ja existentes (MARTINEZ, 2002).

Desse modo, surgiu a necessidade de modificar a forma de combater esses
organismos, com a utilizacdo de extratos vegetais, 0 que se tornou uma pratica cada vez mais
constante para os agricultores, principalmente da linha de produgdo organica e agricultura
familiar para controle bioldgico e sistemas de manejo (INNECCO, 2006).

A demanda de pesquisas tem se concentrando nas atividades bioldgicas de metabdlitos
secundarios de plantas, pois sdo muito utilizados na medicina popular como medicamentos,
cosmeéticos, matéria-prima (BIAVATTI et al., 2007; BARBOSA-FILHO et al., 2008). Estes
metabdlitos em geral sdo defesas bioquimicas das plantas que podem atuar negativamente no
comportamento e na fisiologia dos insetos, causando sua mortalidade (FRIGHETTO, 1997).

O interesse por essas substdncias cresceu muito, por ser uma alternativa segura e
econbmica para agricultores, sendo facilmente biodegradavel em relacdo a inseticidas
sintéticos, visto que esses principios sdo resultantes do metabolismo secundario das plantas,
estando acumulados em pequenas propor¢des nos tecidos vegetais com diversas funcoes
especificas, entre elas, a defesa contra insetos (MUSETTI, 1991).

Nas plantas do género Capsicum sdo encontradas substancias com atividade inseticida
e de repeléncia, tais como alcaloides, flavonoides, cumarinas, saponinas e 6leos essenciais,
provenientes do metabolismo secundario (LUZ, 2007).

Pesquisas apontam a eficiéncia de plantas do género Capsicum e de outras plantas com
efeito medicinal que possuem efeito inseticida, devido as varias substancias encontradas.

Guimardes et al. (2014) utilizou extratos aquosos de sementes de pimenta dedo-de-moca e
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verificou a atividade repelente sobre o gorgulho do milho, fator importante para utilizagdo em
propriedades rurais, especialmente na fruticultura. Haas et al. (2014) testaram a agéo
inseticida de extratos aquosos de folhas de eucalipto (Eucaplyptus robusta), guaco (Mikania
laevigata) e folhas e frutos de pimenta (Capsicum baccatum) e observaram que os extratos de
E. robusta e folhas de C. baccatum resultaram em maior mortalidade e menor peso na fase
larval de Spodoptera frugiperda (Lagarta-do-cartucho) sendo promissores para testes em
campo no controle dessa praga.

Porém, na literatura ndo ha trabalhos realizados com a utilizagdo de metabdlitos
secundarios de C. chinense BRS Moema obtidos a partir de suspensdo celular como pratica
alternativa para a agricultura ou pecuaria, sendo essa pesquisa uma das pioneiras e de grande

importancia para que outros sejam realizados.

2.4 CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS E CALOGENESE

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 multiplicacdo de
células no explante, sendo, portanto, direta ou indiretamente, esta Gltima, via formacdo de
calos (TORRES 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
celulas diferenciadas apresentam-se altamente vacuolizadas, com citoplasma fino e células
muito grandes (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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Figura 3 - Calos de Capsicum chinense BRS Moema. (A) Calos de explantes foliares.
(B) Calos de segmentos nodais.

O cultivo de calos pode ser utilizado para se estudar o desenvolvimento celular,
explorar produtos provenientes do metabolismo priméario e secundario, obter suspensdo
celular e propagacéo via formacdo de gemas ou embrides somaticos (LANDA et al., 2000).

Os principais fatores que influenciam a formacdo de calos séo o tipo de explante,
reguladores de crescimento, 0s quais alteram o0 metabolismo celular e causando a
diferenciacdo, bem como de condigdes fisicas de incubacdo, como luz e temperatura. A
especializacdo celular é revertida fazendo com que o explante dé origem a um novo tecido
composto por células meristematicas ndo diferenciadas. Durante a multiplicagdo celular,
algumas células diferenciadas tendem a ser formadas por meio de centros de morfogénese,
mesmo que o calo continue desorganizado (GEORGE et al., 2008).

O tipo de calo formado em um determinado genoétipo, seu grau de diferenciacdo
celular e potencial morfogenético dependem, sobretudo do explante, meio de cultura e
fitoreguladores. Também podem diferir em textura, consisténcia e coloragdo. Alguns calos
sd0 compactos e crescem vagarosamente, outros sdo fridveis e sdo mais dificeis de manipular
(FLORES et al., 2006).

Os calos podem ser multiplicados e armazenados in vitro por longos periodos, sendo
importantes para estudos morfogénicos e realizacdo de suspensdo de células para a obtencdo
de produtos secundarios, tendo sido observado como uma biotecnologia de amplo interesse
tanto cientifico quanto comercial (SADO, 2009).
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A cultura de tecidos tem sido apontada como valioso recurso para o estudo dos
metabdlitos priméario e secundéario, constituindo um sistema apropriado para a producdo de
compostos farmacologicos importantes. Pesquisas tém demonstrado sucesso na producdo de
metabolitos secundarios em diferentes Orgdos e culturas ndo organizadas como calos e
suspensdo de células (FURDEN et al., 2005; GYORGY et al., 2005).

Devido ao interesse pelas atividades medicinais e alimenticias, pela importancia
econbmica e para a agroindustria promovida pela espécie C. chinense, existe a necessidade de
um aumento e melhora em sua producdo, 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).

2.4.1 Reguladores de Crescimento

Reguladores de crescimento possuem substancias quimicas sintéticas que tém efeito
sobre o metabolismo vegetal, e a composicdo e concentracdo destes, no meio sdo fatores
determinantes no crescimento e no padréo de desenvolvimento na maioria dos sistemas de
cultura de tecidos (LAMAS, 2001). Reguladores vegetais séo adicionados ao meio de cultura
para auxiliar o crescimento e também sdo importantes no direcionamento da resposta do
desenvolvimento dos propagulos (HARTMANN et al., 2002). A presenca de reguladores de
crescimento no meio de cultura propiciou amplo avango das técnicas que constituem a
biotecnologia atual (FRANCA, 2001).

Dentre os fitorreguladores utilizados na fase de multiplicacdo destacam-se as
citocininas, as quais participam de varios processos fisiologicos e de desenvolvimento,
incluindo a divisdo celular, morfogénese da parte aérea e das raizes e senescéncia (CALDAS,
etal., 1998).

As citocininas sdo reguladores de crescimento que desempenham um papel
fundamental no crescimento e cultura de tecidos, estimulando a diviséo celular, bem como a
indug&o e a proliferagdo de gemas axilares, além de quebrarem a dominancia apical. O tipo de
citocinina e sua concentragdo sao os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicacao
in vitro (SCHUCH & ERIG, 2005). Dentro do grupo de citocininas encontramos BAP
(benzilaminopurina), KIN (cinetina), 2-iP (2-isopentenil adenina) e ZEA (zeatina), as quais

sdo empregadas para formacdo de brotos. O uso de citocininas é muito favoravel na fase de
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multiplicacdo in vitro, sendo o tipo e a concentragédo os principais fatores que influenciam no
processo (SOUZA, 2003).

As auxinas, acido indolacético (AlA), acido naftalenoacético (ANA) e acido indol 3-
butirico (AIB), podem ser utilizados na fase de multiplicacdo, porém em baixas concentracdes
(CALDAS et al., 1998; HARTMANN et al, 2002). Jda o 24-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético), que também é uma auxina, é usado para promover a formacao de calos
e pode também causar variacdo genética no cultivo de células ou de tecidos (GEORGE, et al.,
2008). As auxinas sdo substancias quimicamente relacionadas com o &cido indol-3-acético
(AlA), que é a auxina principal de vérias plantas. Essas substancias tém em comum a
capacidade de atuar na expansdo e no alongamento celular, ajudando também na divisao
celular em cultura de tecidos, principalmente no enraizamento (KRIKORIAN, 1991). Entre
outras substancias usadas para o enraizamento in vitro estdo o ANA, 2,4-D e AIB (ROSS,
1992).

As auxinas sdo geralmente utilizadas quando o propésito for o alongamento celular, a
expansdo dos tecidos e divisdo celular (formacdo de calo), a formacdo de raizes e a
embriogénese dos cultivos em suspensdo; ja as citocininas sdo frequentemente utilizadas para
estimular o crescimento e desenvolvimento de brotaces multiplas (PIERIK, 1990; GEORGE,
et al., 2008). As auxinas podem ser desnecessarias e podem reduzir a capacidade dos brotos
de enraizar. J& a adicdo de mais de uma citocinina pode aumentar a producdo ou melhorar a
qualidade dos brotos (GEORGE et al., 2008).

Os reguladores de crescimento maximizam a producdo de metabodlitos secundarios.
Algumas pesquisas demonstram que 0 género Capsicum bem como outras espécies
medicinais, é capaz de produzir calos friaveis, 0 que é totalmente adequado para suspensdes
celulares, dependendo do tipo de explante e combinacdo entre os reguladores de crescimento
(MOGOR et al., 2007).

2.4.2 Curva de Crescimento de Células de Calo

O calo deve ser avaliado quanto a velocidade de seu crescimento, bem como as
concentragOes intracelulares e extracelulares dos metabdlitos (FUMAGALI et al., 2008). De
acordo com Santos et al. (2007), 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
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utilizacdo em suspensdes celulares, visando a producdo de metabdlitos secundarios em
espécies medicinais.

O crescimento e o desenvolvimento de calos podem ser verificados pela sua curva de
crescimento, que normalmente exibe cinco fases distintas: lag, exponencial, linear,
desaceleracdo e estacionaria (GEORGE et al., 2008; CASTRO et al., 2008). A fase lag se
caracteriza como a de maior producdo de energia, correspondendo ao periodo que as células
se preparam para o inicio da divisdo celular, visando sua expanséo, onde ocorre o inicio da
mobilizacdo de metabolitos, sintese de proteinas e compostos especificos, resultando em um
pequeno crescimento de calos. A fase exponencial é biossintética, possuindo maior
crescimento de calos, devido & alta taxa de diviséo celular e ao aumento do numero de células.
A fase linear caracteriza-se por diminuicdo da divisdo, mas aumento de volume celular; a fase
de desaceleracdo é o momento em que as culturas devem ser transferidas para outro meio,
pois ocorre a reducdo de nutrientes, producdo de produtos toxicos, secagem do &gar,
consequéncia da reducdo do oxigénio no interior das células. Na fase estacionéria, ocorre
maior acumulo de metabdlitos secundéarios (SMITH, 1992).

As células individuais ou 6rgdos tendem a apresentar um crescimento ilimitado, que
obedece a um padrdo exponencial. Em geral, volume, massa ou superficie, altura, namero de
células ou mesmo conteldo de proteina, mostram padrdo sigmdide devido as interacGes
matuas entre individuos que infligem limitagcGes ao crescimento, fazendo com que a curva
sofra uma inflexdo, e os organismos tendem a desenvolver uma conformacdo sigmdide,
devido a eventuais limitacbes de espaco e/ou nutrientes ou acUimulo de produto final
(PEIXOTO et al., 2011).

Os compostos pigmentados formados nos calos podem estar relacionados a
senescéncia do calo como uma resposta ao estresse proporcionado provavelmente por um
déficit de hormonios, nutrientes ou agua, condi¢cGes de provocam um aumento em radicais
livies (ARNALDOS, 2001; SMITH, 2012).

Nessa pesquisa, a determinacéo da curva de crescimento dos calos de C. chinense BRS
Moema foi importante, pois foi possivel a identificagdo da fase de desaceleracdo, que indica
qguando as células de calos devem ser subcultivadas em meio liquido para o estabelecimento

de suspensdes celulares para posterior producdo de metabdlitos secundarios.
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2.4.3 Culturas de Células em Suspensdo para Producdo in vitro de Metabolitos

Secundarios

As técnicas de cultura de tecidos vegetais podem ser alternativas vidveis para a
exploracdo do potencial de plantas produtoras de substancias bioativas, pois possibilita a
producdo de metabdlitos secundarios in vitro em sistemas conhecidos como suspensdes
celulares (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; FUMAGALI et al., 2008).

A calogénese é a etapa bésica para o desenvolvimento de sistemas de propagacéao
massiva de plantas por organogénese ou embriogénese somatica. E Gtil também quando se
deseja produzir células para manipulacbes genéticas, como hibridacbes somaticas,
poliploidizacGes e transformagbes (VENTURIERI & VENTURIERI, 2004).

Explantes oriundos de tecidos jovens, ndo lignificados, sdo mais apropriados para a
cultura de calo e 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).

Para isso, faz-se necessario determinar protocolos eficientes para a indugdo e
manutencdo de calos fridveis. Adicionalmente, a constatacdo de que ocorrem modificacfes no
teor de compostos de acordo com o grau de diferenciacdo dos tecidos, levou ao
desenvolvimento de um grande nimero 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 et al., 2006).

Concentracbes semelhantes de auxina e de citocinina no meio promovem a formacao
de calos, mas isso varia em funcdo do balango hormonal de cada espécie. A producéo de calos
pode ser induzida apenas pela adi¢do de auxina, mas a adi¢do de citocinina pode aumentar a
proliferagdo do mesmo, podendo ser multiplicados por sucessivas subculturas, mantidos in
vitro por longos periodos e sdo de grande importancia para estudos morfogenéticos in vitro e
atraveés da suspensdo de células para a obtencgéo de produtos secundarios, incluindo farmacos,
representam uma biotecnologia de grande interesse cientifico e comercial (REBOUCAS &
ALMEIDA, 2009).

A cultura de células em suspensdo consiste em agregados celulares dispersos em meio
liguido sob agitagdo constante, mantidas no escuro a fim de evitar possiveis gradientes
nutricionais e gasosos no meio de cultura, para obtencdo e propagacdo destas. As suspensdes

celulares exibem maior taxa de divisdo celular, permitindo um crescimento mais acelerado



27

devido ao contato direto das células com os nutrientes do meio. Por meio da suspenséo de
células é possivel obter uma propagacdo clonal em larga escala utilizando pouco espaco e
livre de patogenos (GUERRA et al., 1996).

De acordo Verpoorte & Maraschin. (2001) as células em suspensdo constituem um bom
material biol6gico para estudos sobre rotas biossintéticas. Quando comparado as culturas de
calos, as células em suspensao permitem a recuperacdo de grandes quantidades de células das
quais as enzimas podem ser facilmente isoladas. Na cultura de células em suspensdo, a
maioria dos metabdlitos secundarios é produzida durante a fase estacionaria (MACHADO et
al., 2006).

Visando otimizar a producdo in vitro de compostos de interesse farmacoldgico,
biorreatores tém sido empregados devido aos menores custos e capacidade de produzir tecidos
diferenciados contendo significativas quantidades de metabolitos secundarios (WILKEN et
al., 2005; GERTH et al., 2006). Nesse sentido, a cultura de tecidos dispfe alternativas para
uma maior producdo de biomassa e para garantir a perpetuacdo de espécies de interesse
econémico (MORAIS et al., 2012).

2.5 CONTRIBUICOES PARA O DESENVOLVIMENTO REGIONAL

A historia do desenvolvimento econdmico revela que as na¢cdes que alcangaram niveis
satisfatorios de crescimento o fizeram a custa de perdas ambientais. Por isso, cresce a
consciéncia mundial sobre a importancia da preservacdo do meio ambiente, 0 que permite
prever gque esse sera um dos temas que demande defini¢Oes 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, 2008).

O processo de desenvolvimento regional vem-se prestando para acelerar o uso dos
recursos bidticos e, a0 mesmo tempo, tem pouca preocupacdo quanto & necessidade de
conservé-los. Sdo quatro as fases que caracterizam a evolucdo extrativista dos recursos
vegetais da Amazonia: expanséo; estabilizagdo, 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, 0s sistemas de producdo sdo nao-convencionais,
mais orientados para o pequeno proprietario e conservacdo da biodiversidade do que para 0s
sistemas agricolas convencionais (CLAY et al., 1999).

As tecnologias emergentes prometem maior produtividade, mais eficiéncia e menos
poluicdo, que beneficiem a natureza em altas proporcdes, a fim de atender as necessidades
humanas basicas, pois um desenvolvimento agricola rapido e sélido representa ndo sé mais
alimento, como também conservagéo dos recursos naturais (LIMA, 2011).

Atualmente, os sistemas de producdo agropecuarios enfrentam o grande desafio de
aumento da produtividade direcionado a atender a crescente demanda pela oferta de alimentos
seguros produzidos com mais eficiéncia, maior competitividade e isentos de efeitos deletérios
ao meio ambiente, e que ainda sejam de qualidade e ndo causem danos a satde daqueles que
irdo consumi-los. Paises que despontam como grandes produtores de alimentos ja alinharam a
producdo de alimentos com qualidade, principalmente no que diz respeito a auséncia de
residuos quimicos utilizados no combate de pragas e agentes infecciosos que incidem sobre 0s
sistemas agropecuarios. Dentre as plantas presentes na flora Amazénica com potencial
parasiticida, atualmente estudada, as do género Capsicum tém-se revelado bastante eficazes
para uso como inseticidas botanicos, pois possuem metabdlitos secundarios como, alcaloides,
flavonoides, cumarinas, saponinas e 6leos essenciais (PARMAR et al., 1998).

Uma vez evidenciado o efeito das amidas de C. chinense e que tenha sido validado o
sistema de producdo in vitro destas substancias em suspensdes celulares, estes sistemas serdo
passiveis de utilizacdo por laboratérios quimicos, disponibilizando um produto livre dos
problemas usualmente associados aos produtos quimicos comercializados convencionalmente,
como a ocorréncia de resisténcia aos produtos.

Com isso, espera-se que haja uma minimizacdo do impacto ambiental causado pelo
controle de carrapatos na pecudria da Regido Norte. O estudo almeja também impactar
positivamente o custo de produgdo de leite e carne na regido, além de agregar valor & sua

producéo, com a disponibilizacdo de um carrapaticida natural.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESINFESTACAO, INOCULAGCAO DE SEMENTES E PRODUGCAO DE
EXPLANTES

Sementes de C. chinense BRS Moema, adquiridas em comércio local, foram levadas
ao Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa Ronddnia e em camara de fluxo horizontal,
foram imersas em alcool 70% (v/v) por 1 minuto e em hipoclorito de sodio 2,0 % (v/v) por 15
minutos e em seguida, enxaguadas trés vezes com solucdo estéril de &gua destilada. As
sementes foram inoculadas individualmente em tubos de ensaio contendo meio MS contendo
10 mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com 3% (p/v) de sacarose e 0,6% (p/v)
de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da adi¢cdo de &gar, seguido por
autoclavagem a 121°C durante 20 minutos. Todas as culturas foram mantidas em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas a 26+1°C. Apo6s 70 dias de cultivo, as plantas
apresentaram um tamanho médio de 10 cm de altura, e foram levadas a camara de fluxo para

que os explantes fossem retirados, sendo folhas e segmentos nodais com mais ou menos 1cm?.

Figura 4 - (A) Desinfestacdo de sementes de C. chinense BRS Moema. (B) Inoculacéo de
sementes de BRS Moema em meio MS. (C) Plantulas de BRS Moema ap6s 70 dias de
cultivo.




30

3.2 CONDICOES DE CULTURA

Os explantes foram reduzidos a segmentos de 1cm? em placas de Petri esterilizadas e
inoculados individualmente em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) com 3% (p/v) de sacarose e 0,6% (p/v) de agar. O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da adicdo de &gar, seguido por autoclavagem a 121°C durante 20 minutos. O
meio de cultivo foi suplementado com &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 6-
benzilaminopurina (BAP), em combinacéo fatorial. Todas as culturas foram mantidas em sala

de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas a 26+1°C.

3.3 INDUCAO DE CALOS

Os explantes foliares e nodais foram transferidos para 0 meio suplementado com
combinacdo fatorial de 2,4-D nas concentracdes de 0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L e BAP nas
concentragdes de 0,0; 0,1; 0,5 e 2,5 mg. L%, totalizando 16 tratamentos, onde foram colocados
individualmente com a superficie abaxial em contato com o meio. Foi avaliada a formacéo de
calos nos explantes a cada sete dias, durante 35 dias. Os tratamentos foram dispostos em um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de cinco tubos de ensaio por
tratamento, cada um contendo um explante. Foi avaliada a porcentagem da area do explante
coberta por células de calo, de acordo com Mendonga 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%. Em seguida, os calos foram submetidos a pesagens para analise de massa fresca (MF) e
levados a estufa para secagem e obtencdo de massa seca (MS). As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.4 ESTABELECIMENTO DE CURVA DE CRESCIMENTO DOS CALOS

Para determinacdo da curva de crescimento de calos foliares e nodais, os explantes
foram inoculados no tratamento que apresentou maior eficiéncia na inducdo e proliferacao de
calos, sendo a combinagdo de 2,0 mg. L™ de 2,4-D + 0,1 mg. L*! de BAP para explantes
foliares e 2,0 mg. L de 24-D + 2,5 mg. L' de BAP para explantes nodais. Apds a
inoculacdo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, a

26x£1°C. As avaliagbes do desenvolvimento dos calos foram realizadas nos 35 dias
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subsequentes, em intervalos de sete dias. Em cada avaliacéo, trés calos foram cuidadosamente
limpos com papel toalha para retirar o excesso de meio de cultura e pesados individualmente
em balanca de precisdo obtendo-se o peso fresco médio dos trés explantes. Estes explantes
foram colocados em estufa a 50°C até atingir peso constante e foram novamente pesados para
obtengdo do peso seco. Com os resultados foi estabelecida a curva de crescimento com as
fases lag, exponencial, linear, desaceleracéo e declinio. A curva de crescimento foi plotada a

partir da media das trés repeticdes em cada tempo de determinacdo de massa fresca.

3.5 ESTABELECIMENTO DE SUSPENSAO CELULAR

Em cédmara de fluxo os calos fridveis obtidos foram subcultivados em pequenos
frascos contendo 5 ml de meio de cultura MS liquido suplementado com 2,0 mg. L™ de 2,4-D
+ 0,1 mg. L de BAP para calos de explantes foliares e 2,0 mg. L't de 2,4-D + 2,5 mg. L't de
BAP para calos de explantes nodais e 30 g. L™ de sacarose. Cada frasco recebeu 0,059 de
massa celular imida de calos de ambos os explantes e foram mantidos em sala de crescimento

em agitador orbital a 40 rpm (Figura 5).

Figura 5 - (A) Células de calos friaveis de BRS Moema. (B) Células de calo em meio
MS liquido suplementado com 2,4-D e BAP para suspensao celular. (C) Frascos com células
de calos em agitador orbital a 40 rpm.
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A cada 3 dias, dois frascos de ambos os explantes, eram retirados do agitador, e as
células de calos, juntamente com o meio restante, foram colocadas sobre membranas de
acetado de celulose com orificios de 0,2 um e submetidas a filtragem em bomba a vacuo. As
células foram isoladas do meio de cultura e pesadas em balanca de precisdo para obtencdo de
peso meédio de massa fresca (MF) (Figura 6). Apo6s 24 horas, as membranas contendo 0
material filtrado foi levada a estufa com 50°C até atingir peso constante, para obtencdo de
massa seca (MS). Assim, a concentracdo de células, expressa em massa fresca e seca de
células por volume de meio de cultivo apresentou um perfil de producdo, identificando as

diferentes fases de multiplicac&o e crescimento celular.

Figura 6 - (A) Frascos contendo células de calo de BRS Moema. (B) Células de calo
isoladas em membranas de acetado de celulose. (C) Bomba a vacuo para succ¢éo de liquido.

4 RESULTADOS

4.1 INDUCAO DE CALOS

A formag8o de calos iniciou aos cinco dias de cultura, com o intumescimento dos
explantes, apresentando aspecto gelatinoso e com coloragdo variada entre bege e branco,
sendo fridveis. A inducdo de calos em explantes foliares ocorreu aos 14 dias de cultivo, ap6s a
inoculacdo e em todos os explantes com 2,4-D e BAP, exceto no tratamento controle e nos
tratamentos com 0,1 mg. L de 0,5 mg L de BAP. O 2,4-D quando utilizado isoladamente
apresentou 40% e 80% de inducdo, o que demonstra a necessidade da interacdo com o BAP.

Apo6s 35 dias de cultivo, a maior porcentagem de formacdo de calos foi observada no
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tratamento que combinou 2,0 mg. Lt de 2,4-D + 0,1 mg. L de BAP apresentando 100% de

calogénese (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagens de inducdo de calos em explantes foliares de C. chinense BRS
Moema submetidos a combinagdes fatoriais de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L) e BAP (0,0;
0,1;0,5 e 2,5 mg. L), ap6s 35 dias de cultivo.

BAP (mg. L)
2,4-D (mg. LY 0 1 2 4
0 0 Cb* 0 Db 0Bb 0 Ba
1 80 Aa 80 Ba 80 Aa 80 Aa
2 40 Bc 100 Aa 80 Ab 80 Ab
4 40 Bc 60 Cb 80 Aa 80 Aa

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

Em relagdo a ACCC o tratamento controle bem como os que haviam 0,1 e 0,5 mg. L
de BAP, ndo resultaram em calogénese. O BAP utilizado isoladamente, apesar de apresentar
inducdo de calos de 40% né&o foi téo eficiente para ACCC, apresentando somente 15% da
média. J& 0 2,4-D quando utilizado sem a interacdo do BAP demonstrou uma das maiores
médias quando utilizado 1,0 mg. L™ (87,5%). No entanto, outros tratamentos demonstraram
médias maiores de 70 e 87,5%, identificando assim, mais um fator importante para a interacdo
desses dois hormonios. Os tratamentos com 0,1 mg. L de BAP e 0,1 mg. L ! BAP + 2,0 mg.
L de 2,4-D resultaram na maior ACCC, com 87,5% da area coberta por células do calo em
explantes foliares (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias em porcentagens da area coberta por células de calo (ACCC) em explantes
foliares de C. chinense BRS Moema submetidos a combinagbes fatoriais de 2,4-D (0,0; 1,0;
2,0e4,0mg. LY e BAP (0,0;0,1; 0,5 e 2,5 mg. L) apds 35 dias de cultivo.

BAP (mg. LY
2,4-D (mg. LY 0 1 2 4
0 0 Db* 0 Db 0Cb 15Ba
1 87,5 Aa 70 Bd 60 Bc 70 Ab
2 15 Cc 87,5 Aa 70 Ab 70 Ab
4 35 Bc 52,5 Cb 70 Aa 70 Aa

*Meédias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna, e seguidas pela
mesma letra mindscula ndo diferem entre si dentro da mesma linha, pelo teste de Tukey a 5%.
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Ap6s 35 dias de cultivo foi analisado o peso de massa fresca e seca de todos os
explantes foliares submetidos as variagGes de reguladores de crescimento, evidenciando assim
0 tratamento que mais resultou em massa de calos (2,0 mg. L™ de 2,4-D + 0,1 mg. L de
BAP) que apresentou um peso médio de 850,1 g bem como sua MF com 202,1 g. Esses
resultados potencializam e evidenciam os demais resultados de inducdo de calos e ACCC para
explantes foliares (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Peso médio de massa fresca de explantes foliares de C. chinense BRS Moema
submetidos a combinagdes fatoriais de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L) e BAP (0,0; 0,1; 0,5
e 2,5 mg. L) ap6s 35 dias de cultivo.

BAP (mg. LY
2.4-D (mg. L) 0 1 2 4
0 2,77 Db* 4,53 Dc 7,5Db 24,3 Da
1 86,5 Bd 598,1 Ba 89,1 Cc 119,7 Cb
2 27,1 Cd 850,1 Aa 119,7 Bc 122,5Bb
4 115,4 Ad 133,1 Cc 136,1 Ab 162,1 Aa

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

Tabela 4 — Peso médio de massa seca de explantes foliares de C. chinense BRS Moema
submetidos a combinagdes fatoriais de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L'}) e BAP (0,0; 0,1; 0,5
e 2,5 mg. L) apos 35 dias de cultivo.

BAP (mg. L)
2,4-D (mg. LY 0 1 2 4
0 2,1 Dc* 1,6 Dd 3,1 Db 9,3 Da
1 57,5 Ab 154,1 Ba 6,17 Cd 36,7 Cc
2 12,88 Cd 202,1 Aa 36,7 Bc 38,8 Bb
4 34,4 Bd 52,4 Cc 54,2 Ab 55,4 Aa

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

Em explantes nodais a indugéo de calos ocorreu em todos os tratamentos com 2,4-D e
BAP, mesmo com a auséncia dos reguladores. O BAP quando utilizado isoladamente

apresentou somente 40% e 60% de indugédo de calos, no entanto, o 2,4-D quando utilizado
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isoladamente apresentou 40%, 60%, 80% e 100%. Porém, os outros tratamentos em que esses
reguladores se apresentaram interagidos entre si, as médias de porcentagens aumentaram entre
os tratamentos. Apds 35 dias de cultivo, pode-se observar 100% de calogénese nos
tratamentos: 0,1 mg. L™:; 0,5 mg. L't e 2,5 mg. L™ de BAP + 1,0 mg. L™* de 2,4-D e 2,0 mg.
Ltde24-D +0,1mg. L e25mg. L' de BAP (Tabela 5).

Tabela 5 - Porcentagens de indugdo de calos em explantes nodais de C. chinense BRS
Moema submetidos a combinagdes fatoriais de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L) e BAP (0,0;
0,1;0,5 e 2,5mg. L), apds 35 dias de cultivo.

BAP (mg. L)
2,4-D (mg. LY 0 1 2 4
0 40 Db* 60 Ca 60 Ca 60 Ca
1 60 Cb 100 Aa 100 Aa 100 Aa
2 100 Aa 100 Aa 80 Bb 100 Aa
4 80 Ba 80 Ba 80 Ba 80 Ba

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

Aos 29 dias de cultivo, foi possivel observar brotagdes no tratamento com 2,5 mg. L
de BAP (Figura 7). Esses explantes foram retirados do meio de cultura com reguladores de
crescimento e transferidos para meios MS para avaliar o crescimento e desenvolvimento das

brotacdes. Apos 7 dias foi observada a oxidacdo de todos os explantes.

Figura 7 - Brotacdo a partir de explantes nodais de C. chinense BRS Moema em meio
MS suplementado com 2,5 mg. L™t de BAP ap6s 29 dias de cultivo.
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Em relacdo a ACCC, todos os tratamentos apresentaram 100% de area coberta por
calos.

Ap0s os 49 dias de cultivo foi analisado o peso de massa fresca e seca de todos 0s
explantes nodais submetidos as variagcGes de reguladores de crescimento, sendo possivel
observar os tratamentos que resultaram em maior proliferacdo de células de calos, resumidos
nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6 — Peso médio de massa fresca de explantes nodais de C. chinense BRS Moema

submetidos a combinagdes fatoriais de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L) e BAP (0,0; 0,1; 0,5
e 2,5 mg. L) ap6s 35 dias de cultivo.

BAP (mg. L)
2.4-D (mg. L) 0 1 2 4
0 10,5 Dd* 23,74 Dc 24,65 Db 35,8 Da
1 41,2 Cd 745,55 Ba 701,65 Cc 702,2 Cb
2 702,44 Bd 733,55 Cc 783,02 Bb 856,21 Aa
4 785,33 Ad 789,16 Ac 792,02 Ab 793,1 Ba

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

Tabela 7 — Peso médio de massa seca de explantes nodais de C. chinense BRS Moema
submetidos a combinagdes fatoriais de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L'}) e BAP (0,0; 0,1; 0,5
e 2,5 mg. L) apos 35 dias de cultivo.

BAP (mg. L)
2,4-D (mg. LY 0 1 2 4
0 5,01 Db* 3,05 Dd 4,19 Dc 5,6 Da
1 6,75 Cd 183,51 Ba 164,97 Cc 178,59 Cb
2 180,89 Bd 181,86 Cc 200,89 Bb 272,4 Aa
4 202,01 Ad 205,1 Ac 213,54 Ab 213,59 Ba

*Meédias seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem entre si dentro da mesma coluna, e seguidas pela
mesma letra mindscula nao diferem entre si dentro da mesma linha, pelo teste de Tukey a 5%.
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As tabelas 8 e 9 ilustram o desenvolvimento diferencial dos explantes foliares e nodais
com 46 e 49 dias de cultivo, respectivamente, em relacdo as diferentes concentra¢fes dos
reguladores de crescimento utilizados. Os dois tipos de explantes tiveram calos similares.
Observa-se a coloracdo esbranquicada, ou as vezes translicida dos mesmos, bem como a sua
friabilidade. E possivel observar o aspecto mais desenvolvido dos explantes cultivados na
presenca dos dois reguladores.

Tabela 8 — Explantes foliares de C. chinense BRS Moema submetidos a combinagdes
fatoriais de BAP (0,0; 0,1; 0,5e 2,5 mg. L) e 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L), ap6s 35 dias
de cultivo.

BAP (mg. L?)

2,4D (mg. L) 0 0.1 05 25

0

Barra = 2cm.
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Tabela 9 — Explantes nodais de C. chinense BRS Moema submetidos a combinagdes fatoriais
de BAP (0,0; 0,1; 0,5 e 2,5 mg. LY e 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg. L), apds 35 dias de
cultivo.

BAP (mg. L?)

24D (mg. L) 0 0.1 05 2,5

% €

Barra = 2cm.

4.2 CRESCIMENTO DOS CALOS

As curvas de crescimento dos calos dos explantes foliares e nodais seguiram um
padrdo sigmdide, apresentando seis fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracdo e
declinio.

O crescimento dos calos de segmentos foliares apresentou fase lag do dia da
inoculacdo até o 14° dia de cultivo; fase exponencial do 15° ao 35° dia; fase linear do 36° ao
39° dia; fase de desaceleracdo do 40° ao 42° dia; e a fase de declinio que se estendeu do 43° ao
49° dia de cultivo (Figura 8).
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Figura 8 - Curva de crescimento de calos de C. chinense BRS Moema obtidos a partir de
explantes foliares inoculados em meio MS, contendo 2,0 mg. L't de 2,4-D + 0,1 mg. L1 de
BAP durante 49 dias de cultivo.
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O crescimento dos calos em explantes foliares e nodais de C. chinense BRS Moema foi
satisfatorio para o estabelecimento da curva de crescimento dos calos. As figuras 9 e 10
demonstram o desenvolvimento dos calos do dia da inoculagdo ao final do cultivo de cada
explante.

Figura 9 — Desenvolvimento de calos em explantes foliares de Capsicum chinense BRS
Moema em meio MS suplementado com 2,0 mg. L™* de 2,4-D + 0,1 mg. Lt de BAP. (A) Dia
da inoculacéo; (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias; (G) 42 dias; (H)
49 dias.

Barras de A a C = 1cm. Base do retanaulode DaH =2 cm.
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Figura 10 — Desenvolvimento de calos em explantes nodais de Capsicum chinense BRS
Moema em meio MS suplementado com 2,0 mg. L* de 2,4-D + 2,5 mg. Lt de BAP. (A) Dia
da inoculacdo; (B) 7 dias; (C) 14 dias; (D) 21 dias; (E) 28 dias; (F) 35 dias; (G) 42 dias; (H)
49 dias.

Barras de A e B = 1cm. Base do retingulode CaH =2 cm.

O crescimento dos calos de explantes nodais, a fase lag teve ocorréncia do dia da
inoculacdo ao 14° dia de cultivo; a fase exponencial do 15° ao 28° dia; a fase linear do 29° ao
35° dia; a fase de desaceleracdo do 36° ao 42° dia; e a fase de declinio que ocorreu do 43° ao
49° dia de cultivo (Figura 11).

Figura 11 - Curva de crescimento de calos de C. chinense BRS Moema obtidos a partir de
explantes nodais inoculados em meio MS, contendo 2,0 mg. L de 2,4-D + 0,1 mg. L™t de
BAP durante 49 dias de cultivo.
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4.3 CRESCIMENTO DE CELULAS EM SUSPENSAO

As culturas de células em suspensdo de C. chinense BRS Moema foram estabelecidas e
subcultivadas de acordo com as avaliacbes obtidas da curva de crescimento dos calos. Os
calos de explantes foliares foram subcultivados a partir do 33° dia de cultivo e os explantes
nodais a partir do 30° dia de cultivo.

O crescimento das células de calos obtidos a partir de explantes foliares apresentou a fase
lag, que se iniciou do dia da inoculagdo ao 3° dia de cultivo; fase exponencial do 4° ao 6° dia;
linear do 7° ao 9°; desaceleracdo do 10° ao 12° dia; e declinio do 13° ao 18° dia de cultivo
(Figura 12).

Figura 12 - Curva de crescimento de células de calos em suspensdo de C. chinense BRS
Moema obtidos a partir de explantes foliares inoculados em meio MS, contendo 2,0 mg. L™
de 2,4-D + 0,1 mg. L' de BAP durante 18 dias de cultivo.
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Ja o crescimento das células de calos em suspenséo a partir de explantes nodais a fase lag
ocorreu do dia da inoculagédo ao 1° dia de cultivo; exponencial do 1° ao 3° dia; linear do 3° ao

5° dia; desaceleragéo 5° ao 8° dia; e declinio do 9° ao 12° dia de cultivo (Figura 13).
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Figura 13 - Curva de crescimento de células de calos em suspensdo de C. chinense BRS
Moema obtidos a partir de explantes nodais inoculados em meio MS, contendo 2,0 mg. L™ de
2,4-D + 2,5 mg. L™t de BAP durante 12 dias de cultivo.
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A maior producgdo de metabolitos secundarios ocorre na fase estacionéria. Em células de
explantes foliares essa fase ocorreu do 12° ao 13° dia de cultivo. Em células de explantes

nodais locorreu do 8° ao 9° dia de cultivo.
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5 DISCUSSAO
5.3 INDU(;AO DE CALOS

Para a obtencdo de protocolos de indugéo de calos em explantes foliares e nodais de
C. chinense BRS Moema foram testados meios de cultivos suplementados com diferentes
combinagbes de 2,4-D e BAP. Os calos obtidos no presente estudo apresentaram aspecto
gelatinoso, com coloracdo variada entre bege e branco, sendo friaveis. Como mencionado por
Souza et al. (2014), calos fridveis podem se diferenciar de calos compactos, por possuir
células pouco agregadas e com menor densidade. J& os calos compactos, apresentam células
mais espessas e com maior densidade. Os calos friaveis possuem diferentes tipos de células
com diferentes caracteristicas estruturais e histoquimicas, caracterizadas principalmente pela
presenca de pequenas células com crescimento réapido, isodiamétricas, com alta freqiiéncia de
divisbes celulares (SOUZA et al., 2011). Esse tipo de calo pode ser utilizado para iniciar
culturas de células em suspenséo, por facil dispersdo em meio liquido.

Umamaheswari e Lalitha (2007) ao utilizar explantes foliares de C. annuum L. na
combinagdo de 2,0 mg. L™ de 2,4-D + 0,5 mg. L™t de KIN obtiveram indugéo de calos grandes
e fridveis. Khan et al. (2011) utilizaram explantes internodais de C. annuum L. cv Pusa Jwala,
e obtiveram 70% de inducédo de calos na concentragdo de 2,21 mg. L™ de 2,4-D e, quando
combinado com 0,4 mg. L1 BAP, obteve 95% de inducéo de calos friaveis.

Assim como Valle (2003), estudando a influéncia de 2,4-D e BAP em explantes
foliares de Piper hispidinervum, verificou que o cultivo desses explantes em meio contendo
5,0 mg. L't de 2,4-D e 10,2 mg. L* de BAP proporcionou a maior formagéo de calos friaveis.
Briskin et al. (2001) obtiveram sucesso em concentracfes menores desses reguladores, o que
potencializou a inducdo de calos friaveis em explantes foliares de Piper methysticume e Piper
colubrinum realizando subcultivos nas concentragdes de 1,0 mg. L™  de 2,4-D e 1,0 mg. L™ de
BAP, respectivamente.

A obtencdo de calos fridveis é de grande importancia quando se almeja o cultivo de
células em suspensdo haja vista que as células se dividem rapidamente e se dispersam
facilmente no meio de cultura, o que dificilmente ocorre em calos compactos, onde as células
estdo aderidas (CID, 1992).

Em explantes foliares de C. chinense BRS Moema a inducgédo de calos iniciou aos 5
dias apds a inoculacdo, apresentando calos com aspecto gelatinoso, transparente, com
coloracdo variada entre branco e bege, sendo todos friaveis. Pereira et al. (2007) também

observaram efeito positivo das auxinas em C. annuum, em meio com picloram (0,0; 0,5; 1,0 e
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2,0 mg. L) que proporcionou a formagdo de calos com aspecto fridvel, enquanto nos meios
com 2,4-D, ANA e AIB, nas mesmas concentraces, ocorreu a formagdo de calos com
aspecto compacto.

Os reguladores quando utilizados isoladamente também resultaram em formacdo de
calos, porém ndo tdo eficientes quando combinados entre si. Utilizando somente 2,5 mg. L
de BAP a porcentagem alcangou 40% de inducdo de calos. Diferentemente, Rocha (2014)
visando desenvolver um protocolo para a inducdo de calos em explantes foliares de Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis, subsidiando o estabelecimento de culturas de células
em suspensdo para a producdo in vitro de metabdlitos secundarios, obteve maior indugdo de
calos com a concentracgdo de 4,0 mg. L de BAP, o que resultou em 100% de calogénese em
todos os explantes.

Porcentagens maiores (40% e 80%) foram obtidas com a utilizacdo de 2,4-D, porém,
essa auxina em altas concentragdes se mostrou excessiva para esses explantes causando um
aumento na porcentagem de inducdo proporcional ao aumento na sua concentragcdo. Esse
regulador tem sido amplamente utilizado para a inducéo de calos (PALU, 2004; NOGUEIRA,
2008; SANTOS, 2010). Torres et al. (1998), citam que 0 2,4-D apresenta carater indutor para
0 intumescimento e calosidade, mas que pode ser toxico em alguns tipos de tecido
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

No presente trabalho, o tratamento com 2,0 mg. L™ de 2,4-D e 0,1 mg. L'* de BAP
resultou em 100% de calos friaveis em todos os explantes foliares. Umamaheswari & Lalitha
(2007) ao utilizar explantes foliares de C. annuum L. na combinagdo de 2,0 mg. L de 2,4-D
+ 0,5 mg. L? de KIN obtiveram calogénese satisfatoria, de calos grandes e friaveis,
considerado ideal para o estabelecimento de suspens@es celulares, por facil dissociacdo dessas
células em meio liquido. Com resultados similares, Balbuena et al. (2009) também visando
suspensdo celular, utilizou explantes de folhas e peciolos de Piper solmsianum para
calogénese e alcangou maior crescimento de calos com 0,2 mg. L't de 2,4-D e 2 mg. L de
BAP. Santiago (2003) avaliou o efeito de combinagfes de 2,4-D e BAP em meio MS para
induzir calos em explantes foliares de P. hispidinervium e observou que o maior percentual de
calos verdes friaveis, foi de 98,3%, com a combinacéo de 6,0 mg. L de 2,4-D e 2 mg. L de
BAP.

As citocinas tem diferentes funcGes na planta, entre elas a regulacéo da diviséo celular
nos meristemas (FORKET et al, 2013b), e em combinagdo com auxinas produz calos

(FORKET et al., 2013a). O balanco hormonal entre citocininas e auxinas induz a essa
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producdo de calos, demonstrando total associacdo entre os reguladores para obtencdo de
calogénese (ANDRADE, 2006).

Em explantes nodais, as combinacdes de 2,4-D e BAP foram satisfatorias, varias delas
alcancando 100% de calogénese. O BAP quando utilizado isoladamente alcancou médias de
40% e 60% de calogénese, enquanto o 2,4-D quando isolado alcangou médias de 40%, 60%,
80% e 100%. No entanto, os resultados demonstraram que quanto mais interacao entre esses
reguladores, melhor e maior a média de porcentagem de calogénese, varios tratamentos
demonstrando 100% de calogénese para esse tipo de explante.

Otroshy et al. (2011) quando avaliou os efeitos de diferentes combinagfes de
reguladores de crescimento de plantas in vitro para micropropagagdo de C. annuum L.
submeteram segmentos nodais em meio MS a diferentes concentracBes de citocininas e
verificou que o melhor resultado obtido combinava 2 mg. L de BAP e 0,5 mg. L de IBA.
Com a adicdo de uma auxina IAA (0,5 mg. L) e NAA (0,1 mg. LY juntamente com o
citocinina BAP (2,0 mg. L) conseguiu obter indugio maxima de calos quando comparados
aos meios contendo somente citocininas. Khan et al. (2011) utilizaram explantes internodais
de C. annuum L. cv Pusa Jwala, e obtiveram 70% de inducdo de calos na concentracdo de
2,21 mg. L't de 2,4-D e, quando combinado com 0,4 mg L't BAP, obteve 95% de indugéo de
calos fridveis.

A formacéo de calos no explante nodal sem adicdo de reguladores, pode ter ocorrido
devido ao balanco hormonal presente no explante (POZO et al., 2005) ou ainda, segundo
Dalponte et al. (2010), quando um tecido cultivado in vitro passa por injurias fisicas ou
quimicas tende a desenvolver como resposta o calo.

A presenca de brotacdes em explantes nodais na concentragdo de 2,5 mg. L™* de BAP
estd de acordo com o observado em C. annuum por Otroshy et al. (2011) os quais
regeneraram plantulas desta espécie a partir de explantes nodais utilizando 2,5 mg. L de
BAP. Ebida e Hu (1993) obtiveram brotagdes em C. annuum L. cv. Early California Wonder
utilizando variagoes de 1,0 a 10 mg. L de BAP em combinagdo com 0,1 mg L™ de ANA.
Verma et al. (2013),visando a regeneragdo de C. annuum L. cv. California Wonder, utilizaram
meio MS suplementado com diferentes combinacgdes e concentracGes de auxinas e citocininas
(BAP, IAA, TDZ e GAs) em explantes de cotiledones, obtendo calos no meio suplementado
com 0,88 mg. L' de TDZ + 0,10 mg. Llde AIA. Em geral, a presenca de uma citocinina é
essencial para a producdo de brotos. Grattapaglia & Machado (1998) afirmam que para

brotacGes as concentracfes de citocinina isoladas séo satisfatorias.



46

Embora tenha ocorrido inducdo de calos na auséncia desses reguladores, a area coberta
por células de calos teve as menores porcentagens nesses tratamentos, evidenciando a
indispensabilidade da combinacdo entre estes reguladores de crescimento para uma efetiva
proliferacdo de células de calos.

Em explantes foliares o tratamento controle e os tratamentos com 0,1 mg. L* e 0,5
mg. Lt de BAP ndo resultaram em calogénese. Com a utilizagdo de 2,5 mg. L de BAP a
ACCC resultou em somente 15%. O 2,4-D quando utilizado isoladamente alcancou a maior
média para a area coberta por células de calo, com 87,5%. Porém, quando os reguladores
agiram mutuamente os resultados foram positivos, resultando em 70% e 87,5% de ACCC, o
que demonstra total importancia da associacdo entre esses dois reguladores. As maiores
porcentagens resultaram de tratamentos que combinaram 1,0 mg. L™ de 2,4-D e 0,1 mg. L™
de BAP + 2 mg. L de 2,4-D, sendo este, mais um fator relevante para a interago entre esses
reguladores. Cerqueira et al. (2002), trabalhando na indugédo de calos em segmentos foliares
de erva-de-touro (Tridax procumbens Linn) obteve o melhor resultado quando se adicionou
ao meio MS 2,0 mg. L't de ANA + 2,0 mg. L de BAP, resultando em 100% de area coberta
com calos. No entanto, para Rodrigues e Almeida (2010), que ao obter calos de Cissus
sicyoides L., na concentragdo de 6,0 mg. L' BAP, obteve maior nimero de explantes com
100% de area coberta com calo, o que demonstra a importancia de cada e necessidade de cada
espécie para que haja entdo, um balanco hormonal.

Em explantes foliares ndo ocorreu formacédo de calos nos tratamentos controle e com
0,1 mg. Lt e 0,5 mg. L? de BAP afetando assim a ACCC. Em segmentos nodais, 0s
resultados se mostraram totalmente contrarios, apresentando 100% de ACCC em todos o0s
explantes. Essa diferenca de resposta entre explantes extraidos da mesma planta é justificada
pelo fato de que segmentos nodais apresentam maior atividade meristematica em relacdo aos
explantes foliares, que contém maior nimero de células diferenciadas (POZO et al., 2005).
Segundo Soares (2003), a concentracdo de 3 mg. L de 2,4-D foi a mais eficiente em relagdo
a maior area coberta por calos (80%) em Inga vera subsp. Affinis. Tavares (2002) estudando
o efeito do 2,4-D na indugdo de calos em parica a partir de segmentos nodais e cotiledonares
obteve 90% de calogénese em relagdo a ACCC.

Os explantes foliares e nodais foram submetidos a pesagens apds 46 e 49 dias,
respectivamente, para obtencdo de pesos médios de matérias fresca e seca para comparagado e
afirmacdo dos tratamentos em que resultaram em maior indugdo de calos de ambos os

explantes. Em explantes foliares o tratamento em que resultou em maior indugéo de calos e
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ACCC apresentou um peso medio de massa fresca de 850,1g e ap6s 48h submetidos a
secagem em estufa, apresentou peso médio de massa seca de 202,1g. Em segmentos nodais o
tratamento que resultou em maior inducéo de calos apresentou peso méedio de massa fresca de
856,219 e 272,49 de massa seca. Os calos friaveis obtidos em ambos os explantes de BRS
Moema foram satisfatérios para o estabelecimento de curva de crescimento dos calos e
suspensdo celular. Esses resultados evidenciam a potencialidade da interagdo entre os
reguladores 2,4-D e BAP para obtencdo de calos fridveis, bem como sua ACCC para sua
utilizacdo em suspensdes celulares. Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos referentes

ao estudo de MF e MS de espécies de C. chinense.

5.4 CRESCIMENTO DOS CALOS

O comportamento da curva de calos ocorre em funcdo da espécie em estudo e do
explante utilizado (FEITOSA et al., 2013). O padrdo sigmdide € caracteristico do tipo de
tecido desdiferenciado (PEIXOTO et al., 2011).

As curvas de crescimento dos calos de explantes foliares e nodais de BRS Moema
seguiram um padrdo sigmoide, apresentando seis fases distintas: lag, exponencial, linear,
desaceleracdo, estacionéria e declinio. Esse tipo de curva de crescimento ja foi observado em
outras espécies de plantas lenhosas de uso medicinal como a japecanga (SANTOS et al.,
2007), copaiba (AZEVEDO, 2003), sangra d’agua (LIMA et al., 2007), murici-pequeno
(NOGUEIRA et al.,, 2008), barbatimdo (CASTRO et al., 2008) e aroeira-do-sertdo
(VASCONCELOS et al., 2012).

No presente trabalho, o crescimento dos calos friaveis em explantes foliares e nodais,
se deu em 46 e 49 dias, respectivamente. Araujo et al. (2011) obteve calos friaveis a partir de
explantes de hipocétilo de Amburana cearensis utilizando 1,0 mg. L™ de 2,4-D e a analise
do crescimento dos calos demonstrou que a fase de maior crescimento ocorreu entre 0 21° e
49° dia de cultivo, com comportamento proximo ao linear ate os 49 dias apos a inoculagéo.

Em relacdo as fases de crescimento dos calos de explantes foliares e nodais, a fase lag
teve a mesma duragdo em ambos os explantes (14 dias). 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. Santos et al. (2003), observaram a
ocorréncia dessa fase até o 42° dia apos a inoculacdo, em calos obtidos de segmentos foliares

de Coffea arabica L., cultivar Rubi.
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A fase exponencial foi mais breve também nos explantes nodais, ocorrendo do 15° ao
28° dia. Contudo, em explantes foliares, ocorreu do 15° ao 35° dia. Em Coffea arabica esse
periodo estendeu por cerca de 35 dias entre 42° até o 77° dia de cultivo (SANTOS, 2003). Ja
em murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) esta fase durou cerca de 20 dias,
ocorrendo entre 20° a 40° dias de cultivo (NOGUEIRA et al., 2008).

A fase linear nos explantes foliares ocorreu do 36° ao 39° dia, e nos explantes nodais,
do 29° ao 35° dia de cultivo. Nogueira et al. (2008) observou a ocorréncia desta fase entre o
40° e 0 60° dia de cultivo em murici-pequeno. Azevedo (2003) observou a fase linear na
copaiba, entre 0 98 ° e 126° dia.

A fase de desaceleracéo ocorreu do 40° ao 42° dia para explantes foliares e do 36° ao
42° dia para explantes nodais. Assim, 0 momento ideal para o subcultivo das células de calos
em meio liquido para o estabelecimento de suspensdes celulares ocorreu entre o 30° e 0 33°
dia de cultivo, para explantes foliares e nodais, respectivamente. Nogueira et al. (2008)
verificaram essa fase entre 0 60° e o 80° dia ap6s a inoculacdo de murici-pequeno. Mas
Azevedo (2003) verificou que essa fase ocorreu entre 0 126° e 0 154° dia ap0s a inoculagédo
em seu trabalho com copaiba. Para Smith (1992), a determinacédo dessa fase e importante, pois
indica 0 momento necessario para se transferir os calos para um novo meio de cultura
(repicagem), devido a reducdo de nutrientes, secagem do &gar, acumulo de substancias toxicas
e/ou diminuicdo do oxigénio no interior das células dos calos.

A fase de declinio se estabeleceu do 43° ao 49° dia para explantes foliares e do 43° ao
49° dia para explantes nodais. O ciclo de crescimento dos calos € mais curto em explantes
foliares (39 dias) do que foi observado em explantes nodais (41 dias). Ciclos mais longos séo
observados em outras espécies e géneros. Café conilon (Coffe canephora Pierre) iniciou a fase
estacionaria no 54° dia (SANTOS et al., 2010), enquanto no murici-pequeno ocorreu entre o
80° e 100° dia apds a inoculacdo (NOGUEIRA et al., 2008).

Os resultados apresentados pela curva de crescimento de calos de C. chinense BRS
Moema demonstram crescimento rapido, o qual possivelmente esta associado a ocorréncia de
um ciclo celular também répido, entretanto sdo necessarios estudos mais elaborados de

citogenética para confirmacdo desta inferéncia.
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5.3 CRESCIMENTO DE CELULAS EM SUSPENSAO

As culturas de células em suspensdo de explantes foliares e nodais de C. chinense BRS
Moema foram estabelecidas e subcultivadas a partir de calos fridveis com duracéo de 12 e 15
dias, respectivamente. Outros trabalhos relatam crescimento de células relativamente mais
prolongados, como Delgado et al. (2002) a fim de estabelecer suspensdes celulares em Piper
aduncum de peciolos e entrends utilizando concentracdes de 0,2 e 0,5 mg. L de 2,4-D e 0,5
mg. L de BAP e DICAMBA alcancaram crescimento méximo de 24 dias. J4 com Piper
solmsianum, Balbuena et al. (2009) estabeleceu suspensdo celular a partir de calos de peciolos
utilizando 0,2 mg. L*de 2,4-D e 2,0 mg. L* de BAP alcangando crescimento de células em 36
dias.

A fase lag em explantes foliares ocorreu do dia da inoculagdo ao 3° dia de cultivo e até o
1° dia para explantes nodais. Esses resultados foram similares aos obtidos em Cataranthus
roseus (PETERSEN, 2006) e em Cordia verbenaea (LAMEIRA, 2003). Delgado-Paredes et
al. (2013) que obteve calos de explantes foliares e de peciolos em P. cernuum e P.
crassinervium, observou o crescimento das células em suspensdo, teve duracdo de
aproximadamente 20 dias nessa fase.

O periodo de méxima divisao celular na fase exponencial teve duracdo do 4° ao 6° dia de
cultivo em explantes foliares e do 2° ao 3° dia em para explantes nodais. Em células em
suspensdo de Salvia frutiosa essa fase durou cerca de 12 dias, entre 0 4° e 0 16° dia de cultivo
(KARAM et al., 2003). Em Piper solmsianum esse periodo se estendeu por 6 dias, entre 0 6° e
0 12° dia de cultivo.

O periodo de crescimento linear ocorreu entre o 7° e 0 9° dia para explantes foliares e do
4° a0 5° dia para explantes nodais. Nessa fase, a divisdo celular diminui e as células tendem a
crescer (SMITH, 1992). Karam et al. (2003) observaram a fase linear em Salvia fruitiosa entre
0 16° e 20° dia. J& em Cataranthus roseus, Petersen (2006) observou a ocorréncia dessa fase
entre 0 5° e 0 7° dia de cultivo.

Ap0s o crescimento das células, estas entram na fase de desaceleracdo seguida pela fase
estacionaria, onde h4 um maior nimero de células com menor capacidade de diviséo celular,
entrando em estagio de diferenciacdo celular. Essas fases ocorreram entre o0 10° e o0 12° dia
para explantes foliares e do 6° ao 8° dia para explantes nodais.

N&o foi observada a fase estacionaria, embora seja nessa fase a ocorréncia de maior

acumulo de metabolitos secundarios, porém com menor crescimento das células. Delgado-
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Paredes (2013) constatou essa fase dos 27 aos 31 dias de cultivo de células de P. cernuum.
Balbuena et al. (2009) submeteu células em suspensdo de P. aduncum e P. umbellatum e
obteve o maior numero de metabolitos secundarios na fase estacionaria aos 31 dias de cultivo.
O declinio das células ocorreu do 13° ao 18° dia em explantes foliares e do 9° ao 12° dia
para explantes nodais. Dalpone et al. (2010) estabeleceu cultura de células em suspensdo de
algodoeiro e constatou que as células comegaram a entrar em declinio ao 25° dia de cultivo.
Pesquisas realizadas indicam que nas plantas do género Capsicum sdo encontradas
substancias com atividade inseticida e de repeléncia, tais como alcaloides, flavonoides,
cumarinas, saponinas e 0leos essenciais, provenientes do metabolismo secundario (LUZ,
2007). A utilizagdo de plantas medicinais no controle de pragas € de grande importancia para
a agricultura familiar e para o desenvolvimento sustentavel. A regido Amazonica dispbe de
grande disponibilidade de plantas que possibilitam o incremento de novas pesquisas, onde
novos produtos poderdo vir a substituir ou diminuir o uso de defensivos quimicos (SILVA et
al., 2007). Dessa forma, este estudo vai subsidiar trabalhos relacionados a identificagdo do
potencial bioativo de metabdlitos secundarios de espécies de Capsicum, servindo como
método alternativo no controle do acaro Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Assim, depois
de extraidos e testados os principios ativos de C. chinense BRS Moema, podera ser entdo uma
alternativa para controlar esse carrapato bovino e minimizar os impactos ambientais causados

por acaricidas sintéticos e entdo apoiar o desenvolvimento da regido Norte.
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CONCLUSAO

Para a inducdo de calos em explantes foliares de C. chinense BRS Moema recomenda-
se a utilizagdo de meio de cultura MS suplementado com a combinagdo de 0,1 mg. L de
BAP + 2 mg. L1 de 2,4-D e 25 mg. L't de BAP + 2 mg. L de 2,4-D para explantes de
segmentos nodais, os quais resultaram em 100% de calogénese e 100% da sua area coberta
por células de calo.

As curvas de crescimento dos calos de explantes foliares e nodais de C. chinense BRS
Moema seguiram um padrdo sigmdide, com ocorréncia das fases lag, exponencial, linear,
desaceleracdo e declinio. O momento ideal para o subcultivo das células de calos em meio
liquido para o estabelecimento de suspensdes celulares ocorrem do 40° ao 42° dia para

explantes foliares e do 36° ao 42° dia de cultivo para explantes nodais.

N&o foi possivel delimitar a fase estacionaria no crescimento de suspensdes celulares,
no entanto, pode-se inferir que a producdo maxima de metabdlitos secundarios ocorre

aproximadamente do 9° e 10° dia em explantes foliares e do 5° ao 6° dia em explantes nodais.
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