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Resumo

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae, é encontrado em ambos os hemisférios, tendo o Brasil ampla
diversidade de espécies. Essas plantas sfo ricas em metabdlicos secundarios bioativos, incluindo alcaldides,
flavondides, cumarinas, saponinas e 0leos essenciais, 0s quais possuem importancia medicinal e econémica.
Métodos de cultivo in vitro tém sido utilizados com sucesso para a obtencdo de metabdlitos secundarios de plantas
em larga escala, incluindo diversas espécies de Capsicum. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo
para a formagdo de calos in vitro a partir de explantes foliares, segmentos internodais e nodais da cultivar C.
annuum var. annuum cv. Iberaba Jalapefio, visando ao posterior determinagdo de sua curva de crescimento, e
estabelecimento de suspensdes celulares e produgdo de principios ativos de interesse agrondmico e pecudrio.
Explantes foliares de C. annuum foram inoculados em meio Murashige & Skoog suplementado com diferentes
concentragdes dos reguladores de crescimento BAP e 2,4-D. Foram avaliadas as variaveis de inducdo de calos (IC) e
a area coberta por células de calos (ACCC) do explante. Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia,
pelo teste F a 5% de probabilidade e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Houve formacédo de
calos fridveis e esbranquigados. O tratamento que resultou em maior porcentagem de IC e ACCC para explante
foliar e internodal foi: 0,5 mg L™ de BAP + 4,0 mg L™ de 2,4-D; e para o segmento nodal foi o tratamento 0,5 mg
L' de BAP +2,0mg L de 2,4-D.

Palavras-chave: Calogénese. Suspensdo Celular, Metabolitos Secundérios.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um aumento da preocupagdo com o meio ambiente e a qualidade dos alimentos,
neste contexto, a biotecnologia proporciona alternativas para praticas agricolas sustentaveis (RIOS, 2002). Estudos
relativos as substancias vegetais e sua utilizacéo na agricultura como defensivos se mostram vidveis para solucionar
problemas ambientais.

O crescimento de calos é desejado para induzir variagdes somaclonais e realizar estudos fisioldgicos,
principalmente quando se deseja relacionar a presenca de produtos secundarios com o crescimento celular (DIXON
e PAIVA, 1995; RODRIGUES e ALMEIDA, 2010). Para ocorrer a calogénese, o explante deve ser inoculado em
meio de cultura que contenha reguladores de crescimento, os quais alteram o metabolismo celular, ocorrendo a
diferenciacdo, tendo influéncia o tipo de explante, a composicdo do meio nutritivo e as condicBes fisicas de
incubacdo, como luz e temperatura (GEORGE et al., 2008). A determinacdo do meio de cultura mais adequado para
o0 explante desenvolver calos deve ser especifico para cada espécie (SIQUEIRA e INOUE, 1992).

Na literatura atual, ndo ha trabalhos que descrevam protocolos para a indugdo de calos em
Capsicum annuum var. annuum cv. Iberaba Jalapefio. A determinagdo de um protocolo para calogénese possibilitara
0 estudo da sua curva de crescimento fornecendo subsidios para futuros trabalhos em relagdo aos seus aspectos
fitoquimicos e a bioatividade dos seus metabdlitos secundarios. O foco desse experimento é o estabelecimento de
um protocolo para calogénese a partir de explantes foliares, nodais e internodais de Capsicum annuum variedade
annuum cultivar Iberaba Jalapefio, avaliando diferentes concentragcdes dos reguladores de crescimento 2,4-D e BAP
para o estudo de sua curva de crescimento e estabelecimento de suspensfes celulares e posterior producdo de
metabolitos secundarios de interesse agrondémico e pecuério.

METODOLOGIA
Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa

Ronddnia, em Porto Velho, Rondonia.
As sementes de Capsicum annuum var annuum cv. lberaba Jalapefio, adquiridas no comércio local, foram
inoculadas em meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG,1962), com 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de 4gar, pH
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5,8, autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Em uma camara de fluxo horizontal, as sementes foram submetidas a
uma desinfestacdo. As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio, sendo uma semente por tubo. Ap6s 45 dias
de cultivo, as plantas foram levadas para a camara de fluxo, onde foram retirados os explantes: as folhas
segmentadas em explantes de aproximadamente 1 cm? os segmentos internodais em explantes de 1 cm de
comprimento e 0s segmentos nodais em explantes de 0,03 cm?, utilizando placa de Petri, papel filtro, pinca e bisturi
autoclavados.

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 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¢do de gar, seguido por autoclavagem a 121°C durante 20 minutos. O meio
foi suplementado com 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™), em combinagéo fatorial.
Todos os explantes foram mantidos em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas a 26+1°C.

Os experimentos foram avaliados a cada sete dias para observar a formacdo de calos nos explantes. Os
tratamentos foram dispostos em um delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢des de cinco tubos de
ensaio por tratamento, cada tubo contendo um explante (folha, segmento nodal ou internodal). Foi avaliada também
a porcentagem da area do explante coberta por células de calo, de acordo com Mendonga, et al. (2013). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F aos niveis de 5% de probabilidade; as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Assistat 7.5.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O efeito da BAP e 2,4-D na inducéo de calo e ACCC foram altamente significativas nos trés tipos de
explantes, bem como a sua interac¢do. Analises de variancia para percentagem de IC e ACCC estdo resumidos nas
Tabelas 1.

Tabela 1 — Resultado da andlise de variancia da indugdo de calos (IC) e da éarea foliar coberta por células (ACCC)
de calos de explantes de plantas de Jalapefio submetido a diferentes combinagdes de BAP e 2,4-D em meio de
cultura com 28 dias de inoculagéo.

Explantes  Fator GL QM(IC) QM (ACCC) F (IC) F (ACCC)
Folhas BAP 3 6.67 135 14.40** 48.22**
2,4-D 3 13.24 18.50 19.73** 9.70**
BAPx2,4-D 9 1.47 4.00 4,26** 10.67
Tratamento 15 4.87 8.80 9,39** 35.18
Residuo 32 0.14 0.94
Total 47
Segmentos BAP 3 2.85 6.25 11.11** 13.20**
internodais 2 4-p 3 8.51 10.25 18.22%* 39.43%*
BAPx2,4-D 9 3.89 7.08 12.59** 18.06**
Tratamento 15 4.61 7.55 13.42** 21.36**
Residuo 32 0.21 0.56
Total 47
Segmentos BAP 3 2.02 3.83 5.93** 7.98**
nodais 2,4-D 3 8.05 9.00 13.03** 31.87**
BAPx2,4-D 9 2.53 472 7.31%* 10.02**
Tratamento 15 3.53 5.40 8.36** 13.98**
Residuo 32 0.25 0.64
Total 47

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

Avaliando as duas variaveis, IC e ACCC os tratamentos com maiores porcentagens foram as combinag6es
de 4 mg L™ de 2,4-D + 0,5 mg L™ BAP para explantes foliares e internodais e 2 mg L™ de 2,4-D + 0,5 mg L™ BAP
para o explante nodal. Ocorreu calogénese na auséncia de reguladores nos explantes nodais, todavia a area coberta
por células de calos teve as menores porcentagens nesse tratamento, evidenciando a necessidade de combinacéo
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destes reguladores de crescimento para uma efetiva proliferacdo de células de calos. O balanco hormonal entre
citocininas e auxinas induz a producéo de calos (ANDRADE, 2006).

Houve brotacdo nos explantes nodais, na concentracdo de 2,5 mg L™ de BAP, Otroshy et al. (2011)
observou em C. annuum brotacdes, as quais regeneraram plantulas, a partir de explantes nodais utilizando 2,5 mg L’
! de BAP. Ebida e Hu (1993) obtiveram brotacdes em C. annuum L. cv. Early California Wonder utilizando
variacdes de 1,0 a 10,0 mg L™ de BAP em combinacéo com 0,1 mg L™ de ANA. Em geral, a presenca de uma
citocinina é essencial para a producédo de brotos.

CONCLUSOES

Para a inducdo de calos em explantes foliares e internodais de C. annuum var. annuum cv. Iberaba Jalapefio
recomenda-se a utilizagdo de meio de cultura MS suplementado com a combinag&o de 0,5 mg L™ de BAP + 4,0 mg
L' de 2,4-D e para explantes nodais indica-se a utilizagdo da combinacao de 0,5 mg L™ de BAP + 2,0 mg L™ de 2,4-
D, as quais resultam em calogénese, em todos os explantes, com 100% da sua area coberta por células de calos.
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