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Neste trabalho avaliaram-se as condi¢des de cultivo para a produgdo de embrides somaticos de pimenta longa. Para
a formacao de massa celular (calo) em meio s6lido foram realizados experimentos onde se variou o meio de cultivo,
acrescentou-se 1g/L de carvao ativado e 1g/L de polivinil pirrolidona a fim de adsorver os compostos fenélicos e
diminuir a oxidagdo dos explantes foliares. Ambos foram introduzidos no meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
adicionado de reguladores de crescimento (5,0 mg/L de &acido 2,4 diclorofenoxiacético e 10,0 mg/L de 6-
benzilaminopurina), 8 g/L de agar e 30 g/L de sacarose. O meio contendo carvao ativado néo foi satisfatério, pois
oxidou as folhas e ocorreu baixa formagdo de massa; o meio acrescido de polivinil pirrolidona demonstrou melhor
formagdo de calo, porém este ndo foi fridvel e oxidou menos quando comparado ao meio comum. Avaliou-se
também a influéncia da idade e tipo de explantes foliares, tendo-se cotilédones, folhas juvenis e adultas inoculadas
no meio de cultura MS acima citado. Os melhores resultados para inducdo de calos foram obtidos utilizando
explantes adultos; nas folhas juvenis e cotilédones ocorreu baixa formagdo de massa, sendo que a maioria dos
explantes foliares oxidou e necrosou. Em todos os ensaios realizados nao foi possivel obter o calo friavel que é

essencial quando se deseja realizar estudos em meio submerso para a formacao de safrol.
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1. Introducao

A espécie Piper hispidinervum, popularmente
conhecida como pimenta-longa, é uma planta
arbustiva aromatica cujo 6leo essencial extraido
de suas folhas e talos sdo ricos em safrol, com
demanda crescente por parte da industria quimica
devido a obtencdo de heliotropina e butéxido de
piperonila (PBO), ingredientes essenciais a
producao de fragrancias e  inseticidas
biodegradaveisl!l.

O ciclo de vida médio apresentado pela pimenta
longa favorece o estudo de cultivo in vitro desta
planta com vistas a producdo do safrol. Os
processos biotecnolégicos, utilizando técnicas in
vitro rigorosamente controladas para o cultivo de
células, tecidos e orgdos vegetais ou de plantas
integras para a producdo de compostos de
interesse a sociedade, tém sido considerados
como sistemas de alto potencial para a superagdo
de muitos problemas encontrados na producédo a
campo da planta, como sazonalidade, variacdo
ambiental, localizacdo geografica, ataque de
pragas e instabilidade political?l.

A cultura de células e tecidos de plantas é
fundamental = para muitos aspectos da
biotecnologia de plantas. Quando um tecido
cultivado in vitro passa por injurias fisicas ou
quimicas oferece como resposta o calo. Calo é um
grupo ou massa de células com crescimento
desordenado, as quais podem apresentar certo
grau de diferenciacdoPl. Um grande ndmero de
aplicagdes das funcgdes vegetais depende da
habilidade de células e de tecidos vegetais
crescerem em solugdes nutrientes de composicao
conhecida e sob determinadas condicdes de
cultivol4l.

Diversas caracteristicas inerentes aos explantes
interferem na calogenese, como seu tamanho, a
composicdo do meio de cultura, os reguladores de
crescimento e a idade da planta mée. A freqiiéncia
de sobrevivéncia e a velocidade de
desenvolvimento dos calos estdo diretamente
relacionadas com seu tamanho inicialfl.

Em qualquer técnica de cultura de tecidos é
indispensdavel o wuso de reguladores de
crescimento. Estes sdo substancias organicas, que
apresentam como fungao basica a sua agdo sobre o



crescimento e em alguns tipos de organogénese.
Os principais grupos sdo as auxinas e
citocininasll. As citocininas sdo os hormoénios que
controlam a divisdo celular e que juntamente com
as auxinas controlam, também, a diferencia¢do
celularf®l.

O bom crescimento das células é dependente
também de varios outros fatores. A liberacdo de
compostos que promovem o escurecimento do
meio, provavelmente fenoélicos, compromete o
desenvolvimento dos explantes diminuindo a taxa
de regeneracaol’l.

O carvao ativado apresenta cargas residuais, as
quais sdo capazes de adsorver substancias
fendlicas ou seus produtos da oxidagdo, as
quinonas. O uso de carvao ativado, contudo, pode
adsorver outras substancias do meio nutritivo
como, por ex., os reguladores de crescimento,
acarretando efeitos indesejaveis ao cultivoll.
Outro composto que pode ser usado para
controlar o escurecimento é o polivinil pirrolidona
(PVP), uma poliamida utilizada em cromatografia
de separagdo de Aacidos aromaticos, aldeidos e
fenois pela sua funcao adsorvente. Os fendis sdo
adsorvidos pelo PVP por meio de ligacdes de
hidrogénio, o que previne a oxidacdo e
polimerizacdo, além de adsorver os produtos da
oxidagdo fendlica, ou seja, as quinonasisl.

Este trabalho, portanto, teve como objetivo avaliar
a influéncia da adi¢do de carvao ativado e
polivinil pirrolidona e o tipo de explante utilizado
para a producao de calos em meio sélido.

2. Material e Métodos

Os ensaios foram realizados no laboratério de
Engenharia Bioquimica do Departamento de
Engenharia Quimica da FURB. O processo de
obtencdo de microplantas e de formagdo de calo
se deu em estante de crescimento a 26°C com
intensidade luminosa de 3500 Lux e periodos de
16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Germinagdo das sementes

As sementes oriundas da Estagdo Experimental da
Empresa de Pesquisa Agropecudria de Santa
Catarina previamente desidratadas sofreram
rehidratacdo e foram submetidas a assepsia para a
germinagao in vitro.

A germinacdo iniciou-se com a inoculacdo das
sementes em placas de petri contendo meio MSP!
descrito na Tabela 1, 8 g/L de agar e 30g/L de
sacarose, com pH ajustado a 58 antes da
esterilizacdo. Essa etapa representa um tempo
aproximado de 60 dias e a Figura 1 apresenta o

desenvolvimento da germinacdo. Levando em
consideracdo o grande nimero de contaminagdes,
repetiu-se esta etapa a cada 30 dias com o intuito
de suprir a demanda de explantes foliares
utilizados nas etapas subseqiientes.

Alongamento da planta

As plantas foram transferidas para tubos de
ensaios contendo meio liquido MS e 30g/L de
sacarose, com pH ajustado a 5,8 antes da
esterilizacdo. As microplantas ficaram dispostas
sobre pontes de papel filtro. Essa etapa representa
um tempo aproximado de 30 dias e é ilustrada na
Figura 2. A cada semana foi repetido este
procedimento para suprir a demanda de
explantes  foliares  utilizados nas etapas
subseqtientes.

Tabela 1 - Composicdo massica e molar do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) utilizado nos experimentos.

Concentra¢ao no

. Molaridade no
meio de cultura

Constituinte .
meio de cultura

(mg/L)

Macro nutrientes
NH4NOs 1650 2,06 x 102
KNO; 1900 1,88 x 102
CaCl.2H>O 440 3,00 x 103
MgSO..7HO 370 1,50 x 103
KH2PO4 170 1,25 x 103

Elementos traco
KI 0,83 5,00 x 10-¢
HsBOs 6,2 1,00 x 104
MnSO:.4H20 8,6 9,99 x 10
Na:MoO4.5H,0 0,25 2,00 x 10
CuS0.4.5H0 0,025 1,00 x 107
CoCl2.6H20 0,025 1,00 x 107
Fonte de Ferro
FeSO4.7H20 27,8 1,00 x 10+
Na;EDTA.2H0 37,3 1,00 x 104
Suplementos organicos

Mio-inositol 100 4,90 x 104
Acido nicotinico 05 4,66 x 106
Piridoxina - HCL 0,5 2,40 x 106
Tiamina 0,1 3,00 x 10-7
Glicina 2 3,00 x 10-°

Fonte de Carbono
Sacarose 30.000 8,80 x 10-2
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A Multiplicagdo celular em meio liquido
A massa celular formada foi conduzida para
frascos Erlenmeyers (Figura 4A) contendo 50 mL
de meio liquido de multiplicagdo celular: meio MS
adicionado de reguladores de crescimento (5,0
mg/L de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) e
10,0 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP)) e
30g/L de sacarose, com pH ajustado a 5,8 antes
B da esterilizagdo e agitacdo de 100 rpm em agitador
orbital (Figura 4B). A cada 30 dias a massa celular
sofreu repique para um meio fresco.
A
C
B
Figura 1 - Da esquerda para a direita: (A) Sementes ap6s
inoculagdo, (B) plantas 30 dias ap6s inoculagdo; (C)plantas
60 dias ap6s inoculacéo. C
Inducéo de calo
Explantes foliares coletados das plantas obtidas
na etapa anterior foram utilizados para inducao
de calos (massa celular), transferindo-os para
vidros de conservas contendo meio MS
ad1c10nado’ fie reglﬂfadores de .Cre/s?lmento (5’0 Figura 3 - (A) Explantes foliares apds inoculagdo; (B)
mg/L de acido 2,4 diclorofenoxiacético (24 D) e explantes foliares apds 20 dias; (C) explantes foliares apds

10,0 mg/L de 6-benzilaminopurina (BAP)), 8 g/L 40 dias.
de 4agar e 30 g/L de sacarose, com pH ajustado a

5,8 antes da esterilizagdo. Essa etapa representa

um tempo aproximado de 40 dias e a Figura 3 A
ilustra esse processo. Vale ressaltar que nem todas

as folhas utilizadas para a indugdo de calos

formam massa celular, sendo assim, este
procedimento foi repetido a cada semana.

Figura 4 - Frascos Erlenmeyer contendo meio com a massa
Figura 2 - Processo de alongamento da planta em detalhes. celular formada em destaque.
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Influéncia da idade e do tipo da planta mae

Na etapa de indugdo de calo variou-se a idade dos
explantes foliares utilizados. Foram realizados
trés ensaios, o primeiro inoculou-se cotilédones
com aproximadamente 20 dias (Figura 5A), o
segundo inoculou-se folhas juvenis com
aproximadamente 60 dias (Figura 5B) e no terceiro
ensaio inoculou-se explantes adultos com
aproximadamente 90 dias (Figura 5C).

Figura 5 - (A)Meio contendo cotilédones (B) meio contendo
folhas juvenis; (C) meio contendo folhas adultas.

Variacdo do meio de cultivo

Este procedimento foi realizado com o objetivo de
adsorver os compostos fenodlicos e diminuir a
oxidacdo dos explantes foliares, com isso,
aumentando as chances de formacdo de calos
friaveis.

As etapas de germinacdo da semente e
alongamento da planta mantiveram-se iguais, na
etapa de inducdo de calo foram realizados dois
tipos de meios diferentes, acrescentou-se 1g/L de
carvdo ativado (Figura 6A) e 1g/L de polivinil
pirrolidona (Figura 6B) no meio utilizado
inicialmente: meio MS adicionado de reguladores
de crescimento (50 mg/L de 4&cido 24
diclorofenoxiacético (2,4 D) e 10,0 mg/L de ©6-
benzilaminopurina (BAP)), 8 g/L de 4gar e 30 g/L

de sacarose, com pH ajustado a 5,8 antes da
esterilizagdo.

B

Figura 6 - Meio MS adicionado de carvao ativado (A); meio
MS adicionado de polivinil pirrolidona.

3. Resultados e Discussao
Inducéo de calo

A massa celular obtida no presente trabalho nao
foi favoréavel para o estudo proposto. Calo fridvel,
ou seja, aquele que se desmancha facilmente pelo
fato de as células estarem separadas ndo foi
obtido, os calos se apresentaram rigidos e com
crescimento expressivo.

Vale ressaltar que os procedimentos foram
seguidos de acordo com Vallel?, porém ndo
obtendo os mesmos resultados. Provavelmente, o
fato das sementes serem de safra diferente e
planta-mae diferente influenciou este resultado.
Um dos fatores de extrema importancia sdo a
origem e manipula¢do das sementes, pois se a
colheita da mesma tiver sido feita em época
indevida pode influenciar no processol9l.

Multiplicagdo celular em meio liquido

Poucos calos se apresentaram fridveis, dentre os
quais foram submetidos ao meio liquido. Todavia
a multiplicagdo celular com o uso do calo rigido
nado obteve resultado satisfatorio, pois as células
multiplicaram em pequenas quantidades e
necrosaram. Provavelmente as células nao
suportaram o estresse do subcultivo para o meio
liquido. Vallel?l sugere que haja um processo de
adaptacdo no meio liquido por meio de
précultivo, reduzindo assim, a fase lag do
crescimento celular.

Influéncia da idade e do tipo da planta mae

Obtiveram-se resultados insatisfatérios ao se
trabalhar com cotilédones na induc¢do de calos,
observou-se que houve crescimento devido ao uso
de reguladores de crescimento, porém ndo
ocorreu a formagdo de massa celular, apés um
tempo aproximado de 30 dias, os cotilédones
aparentaram uma coloracdo marrom e indicando
necrose (Figura 7A).
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Figura 7 - (A) Meio com 30 dias contendo cotilédones; (B)
meio com 30 dias contendo folhas juvenis; (C) meio com
30 dias contendo folhas adultas.

Em relacdo aos explantes foliares juvenis
observou-se que estes tiveram dificuldade em se
regenerar, em apenas 20% dos ensaios ocorreu a
formagdo de calos rigidos e a de calos fridveis nao
ocorreram, sendo que muitos explantes oxidaram
(Figura 7B).

O ensaio feito com os explantes foliares adultos
demonstrou-se satisfatdrio, pois diminuiu a
oxidacdo, as folhas tiveram maior facilidade de
multiplicagdo quando comparadas as juvenis e em
35% dos ensaios ocorreu a formacgdo de calos
rigidos (Figura 7C), sendo que ndo houve
ocorréncia de calos friaveis.

Segundo Teixeiral® a oxidacdo fendlica depende
igualmente do tipo de explante utilizado.
Explantes juvenis provenientes de sementes e
partes juvenis de plantas adultas sdo os
preferidos, embora tecidos maduros de folhas e
flores sejam igualmente utilizados. Observa-se
entdo, que bons resultados também podem ser
alcancados utilizando explantes foliares juvenis,
porém neste caso, obteve-se melhor rendimento
utilizando explantes foliares adultos como mostra
a Figura 8.

Influéncia da idade da planta mae

40% A
35%
30%
25%
20%
15%
10% -
5%
0% T T

cotilédonos explantes juvenis explantes adultos

Tipo de explante

Formacao de calos rigide
(%)

Figura 8 - Porcentagem de calos rigidos obtidos em relagdo a
idade da planta mae.

Variagdo do meio de cultivo

Ap6s analisar a influéncia do carvdo ativado no
meio de cultivo constatou-se que este demonstrou
resultados insatisfatérios, pois além de oxidar o
explante, ndo ajudou no seu desenvolvimento
fazendo com que a mesma apresentasse necrose
(Figura 9A) e em apenas 5% dos casos ocorreu a
formacdo de massa celular.

Figura 9 - (A) Meio contendo carvdo ativado (B) meio
contendo polivinil pirrolidona; (C) meio inicialmente
utilizado.

O carvdo ativado tem diversas fungbes, como
adsorgéo de compostos fenolicosl8],
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provavelmente, ele além de adsorver as
substancias indesejaveis adsorveu também as
substancias desejaveis como, por exemplo, os
reguladores de crescimento e alguns componentes
do meio, fazendo com que ndo houvesse a
multiplicagdo celular.

Em relagdo ao uso de  polivinil pirrolidona
(PVP) no meio, houve uma reducdo da oxidagao
dos explantes e aumentou o ndmero de formagao
de massa celular (Figura 9B), em 40% dos ensaios
obtiveram-se calos rigidos. O PVP provavelmente
contribuiu para este resultado satisfatério por
possuir efeito antioxidante, pois este é adicionado
para evitar a oxidacdo de polifendis, o que
concorda com Pasquall’Z, que trabalhando com a
cultivar Rubi, verificaram que o PVP diminuiu a
oxidacdo e aumentou a formacao de calos.

O meio utilizado inicialmente (sem a adi¢do de
carvao ativado ou polivinil pirrolidona)
demonstrou formacdo de calos em 25 % dos
ensaios, sendo que a maioria dos explantes
sofreram oxidacdo e apresentaram coloragdo
marrom como mostra a Figura 9C.

A Figura 10 apresenta a formagdo de calos
relacionada ao meio de cultura utilizado, pode-se
observar que a influéncia do PVP no meio de
cultivo apresentou resultados satisfatérios.

Influéncia do meio de culivo

0%

Formacio de calos rigido
(%)

meio de cultivo inicial meio de cultivo meio de cultivo
adicionado de carvdao  adicionado de PVP
ativado

Meio de Cultivo

Figura 10 - Porcentagem de calos rigidos obtidos em relagdo a

composicao do meio de cultivo.
4. Conclusoes

O meio de cultura utilizado neste trabalho obteve
melhor resultado quando adicionado de 1g/L de
polivinil pirrolidona na sua composicdo e
inoculado com explantes de folhas adultas com
aproximadamente 90 dias.

Nao se conseguiu obter calo fridvel nas tentativas
de inducdo de «calo, sabe-se que este ¢
indispensavel quando se deseja realizar estudos
em meio submerso para a formacao de safrol.

Este tema é pouco estudado atualmente, mas é de
grande importdncia que pesquisas cientificas
sejam realizadas para que possibilitem avancos ao

melhoramento vegetal dessa espécie e ainda
favorecam a sintese de safrol in vitro.
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