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Resumo

O género Capsicum pertence a familia botanica Solanaceae e € notavel para a producdo de metabdlitos secundarios
de importancia medicinal e econdmica. Os métodos in vitro tém sido utilizados com sucesso para a produgdo em
grande escala de metabdlitos secundarios de plantas. O objetivo deste trabalho foi determinar o padrdo de
crescimento dos calos, tendo em vista a identificagdo da fase de desaceleracdo, quando as células calos devem ser
subcultivados para o estabelecimento de suspensées de células e a produgdo de metabolitos secundérios, a partir de
folhas, segmentos nodais e internodais, da cultivar C. annuum var. annuum cv. Iberaba Jalapefio. Os explantes foram
inoculados num meio suplementado com BAP e 2,4-D sendo 0,5 mg L™ BAP + 4,0 mg L™ 2,4-D para a explantes
foliares e internodais e 0,5 mg L™ BAP + 2,0 mg L™ 2, 4-D para explantes nodais. Os calos eram de uma coloragéo
esbranquigada, ou as vezes translicida e fridveis. Foi determinada a curva de crescimento dos calos, com padrédo de
crescimento sigmdide, apresentando seis fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracdo, estaciondria e
declinio. A fase de desaceleracdo iniciada no dia 31 de cultivo de explantes foliares, no dia 26 de explantes
internodais, e no dia 29 de explantes nodais.

Palavras-chave: Curva de crescimento. Suspensao Celular. Metabolitos Secundarios.

INTRODUCAO

Culturas de células vegetais e de 6rgdos surgiram como fontes potenciais de metabolitos secundarios, 0s
guais sdo usados como produtos farmacéuticos, agroquimicos, aromatizantes, agentes de coloracéo, biopesticidas e
aditivos alimentares (MURTHY et al., 2014). A concentragdo de metabolitos secundarios numa planta varia de
acordo com as interacfes de processos bioquimicos, fisiologicos e ecolégicos (GERSHENZON; ENGELBERTH,
2013). As principais vantagens de um sistema de cultura de células durante o cultivo convencional de plantas
inteiras sdo; (1) compostos Uteis podem ser produzidos em condigBes controladas independente de alteracGes
climéticas ou as condigdes do solo; (2) células de cultura estariam livres de micrébios e insetos; (3) as células de
qualquer planta poderia facilmente ser multiplicadas para produzir seus metabdlitos especificos; (4) controle
automatizado do crescimento celular e regulacdo racional de processos metabdlitos iriam reduzir os custos do
trabalho e aumentar a produtividade; (5) As substancias organicas sdo extraiveis a partir de culturas de calos
(VANISREE et al., 2004).

A abundancia de compostos de interesse agricola, tais como flavondides, cumarinas, saponinas e 6leos
essenciais tém promovido o estudo de espécies de Capsicum como alternativas no controle de parasitas (LUZ,
2007). O estudo do padrdo de desenvolvimento de calos em Capsicum annuum var. annuum cv. Iberaba Jalapefio é
necessario para o estabelecimento de suspensdes de células e também para subsidiar os estudos sobre a bioatividades
dos seus metabolitos secundarios.

O foco deste estudo € a determinagdo da curva de crescimento do calo, tendo em vista a identificacdo da
fase de desaceleracdo, quando as células de calos devem ser subcultivados para o estabelecimento de suspensdes de
células e a producéo de principios ativos de interesse agricola.

METODOLOGIA

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa
Rondénia, em Porto Velho, Ronddnia.

A determinacdo da curva de crescimento de calos foliares, nodais e internodais, foi realizada com a inducéo
de calos, onde os explantes foram inoculados individualmente, com a superficie adaxial em contato com o meio de
cultivo, 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 agar, seguido por
autoclavagem a 121°C durante 20 minutos. O meio foi suplementado com 4,0 mg L™ de 2,4-D com 0,5 mg L™ de
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BAP para explantes foliares e intermodais; e 2,0 mg L™ de 2,4-D com 0,5 de BAP para explantes nodais, conforme
experimentos desenvolvidos anteriormente os quais determinaram o melhor tratamento para inducdo de calogénese
em Capsicum annuum var. annuum cv. lberaba Jalapefio. Todos os explantes foram mantidos em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas a 26x£1°C. As avaliacdes do desenvolvimento dos calos foram realizadas
nos 49 dias subsequentes, em intervalos de sete dias. Em cada avaliagdo, 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 obtencéo do peso seco. Com os resultados foi estabelecida a curva
de crescimento com as fases lag, exponencial, linear, desaceleracdo, e estacionaria, a curva de crescimento foi
plotada a partir da média das trés repeticdes em cada tempo de determinacdo de massa fresca.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As curvas de crescimento dos calos dos trés tipos de explantes seguiram um padrao sigmoide, apresentando
seis fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleragdo, estaciondria e declinio (Figura 1).
Figura 1 - Curva de crescimento de calos de C. annuum var. annuum cv. Iberaba Jalapefio, de explantes foliares,
internodais e nodais.
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O crescimento dos calos foliares apresentou fase lag do dia da inoculagdo até o 12° dia de cultivo,
exponencial do 12° ao 25° dia, linear do 25° ao 31°, desaceleracdo do 31° ao 34°, estacionaria do 34° ao 36° e
declinio do 36° ao 42° dia de cultivo.

O crescimento dos calos internodais apresentou fase lag do dia da inoculacdo até o 11° dia de cultivo,
exponencial do 11° ao 22° dia, linear do 22° ao 26°, desaceleracdo do 26° ao 29° estacionaria do 29° ao 31° e
declinio do 31° ao 35° dia de cultivo.

O crescimento dos calos nodais apresentou fase lag do dia da inoculagédo até o 7° dia de cultivo,
exponencial do 7° ao 29° dia, linear do 29° ao 32°, desaceleracéo do 32° ao 40°, estacionaria do 40° ao 50° e
declinio do 50° ao 56° dia de cultivo.

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos referentes a determinacéo de curvas de crescimento de calos
do género Capsicum, sendo esse um dos trabalhos pioneiros na area. O comportamento da curva de calos ocorre em
funcao da espécie em estudo e do explante utilizado (FEITOSA et al., 2013), sendo o padrdo sigmoide caracteristico
do tipo de tecido desdiferenciado (PEIXOTO et al., 2011).

As curvas de desenvolvimento de calo, em geral, sdo estabelecidas para identificar as fases dos processos
de crescimento fundamentais, a fim de determinar o momento exato para subcultivo dos calos para um meio novo
(SANTOS et al., 2010). Estes estagios sdo; 1) atraso de fase: mobilizacdo de metab6litos comeca e sintese de
proteinas e metabdlitos especifico ocorre, sem a multiplicagdo celular; 2) fase exponencial: a diviséo celular atinge o
méaximo; 3) fase linear: reduz a divisao celular; 4) fase de desaceleracdo: diminui a divisdo celular e a expansédo das
células ocorre, isto é, quando as células tém de ser transferidas para um novo meio de cultura, devido a reducéo de
nutrientes, e acumulacéo de agar secura de substancias toxicas; 5) fase estacionaria: sem divisdo celular ou aumento
de peso ocorrer, mas 0 acimulo de metabolitos secundarios atinge o maximo; e 6) fase de declinio: perda de peso
devido a morte celular (CASTRO et al, 2008; NOGUEIRA et al, 2008; SANTOS et al, 2010).

A fase de desaceleracéo ocorreu a partir do dia 31° até o dia 34° de explantes foliares, entre os dias 26° a
29° de explantes internodais, e desde o 32° até o dia 40° de explantes nodais. Em geral, o foco da curva de
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crescimento do calo é o inicio da fase de desaceleracdo, sendo 0 momento exato para subcultura dos calos para um
novo meio liquido, a fim de estabelecer as suspensdes de células (SANTOS et al., 2010). Neste caso, 0 momento
adequado para subcultura células calo de plantas Jalapefio em um meio liquido é no dia 31° 26° e 32° dias,
respectivamente, para folha, internodal e explantes nodais. Da mesma forma, Balbuena et al. (2009) utilizou células
de calo de P. solmsianum no dia 24° de cultura para iniciar culturas de células em suspensdo. Santiago (2003)
estudou o desenvolvimento de calo em P. hispidinervium e identificado a fase de desaceleracéo a partir do dia 42°, a
partir do qual houve uma diminuigdo na massa seca dos calos.

CONCLUSOES

As curvas de crescimento seguem um padrdo sigmoide, com ocorréncia das fases lag, exponencial, linear,
desaceleragdo, estacionaria e declinio. O momento ideal para o subcultivo das células de calos em meio liquido para
0 estabelecimento de suspensdes celulares sdo no 31°, 26° e 32° dias de cultivo, para explantes foliares, internodais e
nodais, respectivamente.
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