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Resumo

Hibiscus sabdariffa L., é uma planta pertencente a familia Malvaceae Juss., conhecida popularmente como vinagreira,
a espécie apresenta importancia farmacolégica. A cultura in vitro de calos representa um importante recurso para a
produgdo continua de compostos medicinais de alta qualidade, sendo possivel a produgdo de biomassa com estes. O
presente trabalho teve como objetivo verificar quais as condi¢des necessarias de cultivo para a maior producdo de
massa calogénica Umida dos explantes (hipocétilos e raizes). Os explantes foram inoculados em diferentes meios
bésicos de cultura (MS e B5) suplementados com diferentes concentracdes de reguladores de crescimento e mantidos
em incubadora tipo B.O.D a 30°C, fotoperiodo de 16 h de luz. A producéo de calos foi avaliada atravées de aferi¢cdo do
peso Umido dos calos, apos 120 dias de cultivo. Com base nos resultados obtidos no estudo, pode-se observar que a
proliferacdo de calos de H. sabdariffa, ocorreu independente dos tipos de explantes, meios basais ou concentrag¢fes de
reguladores de crescimento, 2,4-D e BAP, porém os melhores resultados para as produc¢des de massas calogénicas dos
hipocétilos e raizes foram em meio MS suplementado com 0,1 mg.L™* de 2,4-D em combinacdo com 0,1 mg.L*de
BAP (T2), apresentando médias de massas calogénicas provenientes de explantes de hipocétilos (7,43 + 0,19 g) e de
raizes (6,75 + 0,07 g). Os resultados mostram que as técnicas in vitro, apresentam vantagens de produgdo de
biomassa em condi¢cBes ambientais estéreis e controladas, permitindo um melhor controle dos processos de
desenvolvimento e produgéo de tecidos ricos em compostos bioativos.

Palavras-chave: Biotecnologia; Calogénese; Meios de cultura; Reguladores de crescimento.

Abstract

Hibiscus sabdariffa L., is a plant that belong to the family Malvaceae Juss., popularly known as vinagreira, the species
has pharmacological importance. The in vitro culture of callus represents an important resource for the continuous
production of high quality medicinal compounds, being possible the production of biomass with compounds of
medicinal interest. The present work aimed to verify the necessary cultivation conditions for the highest production of
wet callogenic mass of explants (hypocotyls and roots). The explants were inoculated in different basic culture media
(MS and B5) supplemented with different concentrations of growth regulators and kept in a B.O.D incubator at 30°C,
photoperiod of 16 h of light. Callus production was evaluated by measuring the wet weight of callus after 120 days of
cultivation. Based on the results obtained in the study, it can be observed that the proliferation of H. sabdariffa, callus
occurred regardless of the type of explants, basal media or concentrations of growth regulators, 2,4-D and BAP, but
the best results for the production of callogenic masses of hypocotyls and roots were in MS medium supplemented
with 0,1 mg.L™? of 2,4-D in combination with 0,1 mg.L™* of BAP (T2), presenting averages of callogenic masses from
hypocotyl explants (7,43 + 0.19 g) and roots (6,75 £ 0.07 g). The results show that in vitro techniques have
advantages of biomass production in sterile and controlled environmental conditions, allowing a better control of the
development processes and production of tissues rich in bioactive compounds.
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Resumen

Hibiscus sabdariffa L., és una planta que perteneciente a la familia Malvaceae Juss., popularmente conocida como
vinagreira, la especie tiene importancia farmacolégica. El cultivo in vitro de callos representa un recurso importante
para la produccién continua de compuestos medicinales de alta calidad, siendo posible la produccion de biomasa con
compuestos de interés medicinal. El presente trabajo tenia como objetivo verificar las condiciones de cultivo
necesarias para la mayor produccién de masa callogénica himeda de explantes (hipocotilos y raices). Los explantes
fueron inoculados en diferentes medios de cultivo basico (MS y B5) complementados con diferentes concentraciones
de reguladores de crecimiento y mantenidos en una incubadora B.O.D a 30°C, fotoperiodo de 16 h de luz. La
produccion de callos se evalué midiendo el peso himedo de los callos después de 120 dias de cultivo. Sobre la base
de los resultados obtenidos en el estudio, se puede observar que la proliferacién de callos de H. sabdariffa, ocurrié
independientemente de los tipos de explantes, medios basales o concentraciones de reguladores de crecimiento, 2,4-D
y BAP, pero los mejores resultados para la produccion de masas callogénicas de hipocotilos y raices fueron en MS
medio complementado con 0,1 mg.L* de 2,4-D en combinacion con 0,1 mg.L de BAP (T2), presentando promedios
de masas callogénicas de explantes de hipocotilo (7,43 + 0,19 g) y raices (6,75 + 0,07 g). Los resultados muestran que
las técnicas in vitro tienen ventajas de la produccion de biomasa en condiciones ambientales estériles y controladas,
permitiendo un mejor control de los procesos de desarrollo y produccién de tejidos ricos en compuestos bioactivos.
Palabras clave: Biotecnologia; Callogénesis; Medios de cultura; Reguladores de crecimiento.

1. Introducéo

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades em espécies de plantas do mundo, e essa biodiversidade é
considerada uma fonte inigualavel de substancias biotivas e de grande diversidade funcional e estrutural, portanto, de grande
utilidade para a busca de novos farmacos e outros bioprodutos (Jamshidi-Kia et al., 2018). Assim, o conhecimento sobre 0s
aspectos da biodiversidade brasileira vem evoluindo a passos largos. Especialmente através da utilizacdo de produtos naturais,
derivados da flora, sendo uma alternativa para a prevencao, tratamento e/ou cura de diversas enfermidades (Firmo et al., 2011).
Entre os elementos que constituem para essa biodiversidade, estdo as plantas medicinais que sdo importantes fontes de
compostos bioativos provenientes do metabolismo secundario vegetal (Fumagali et al., 2008; Barreiro & Bolzani, 2009, De
Souza Eller et al., 2015; Lorenzi & Matos, 2021).

Estudar essas substancias provenientes do metabolismo secundario dos vegetais (fitoconstituintes), destinados a sua
defesa e protecdo, é de fundamental importancia cientifica, pois apenas 5% destas plantas tém sido estudadas fitoquimicamente
e uma porcentagem ainda menor sdo avaliadas sob os aspectos bioldgicos (Fumagali et al., 2008; Barreiro & Bolzani, 2009).
Entre essas atividades biol6gicas pode-se citar a fotoprotetora, antioxidante (Tambor et al., 2016) e antimicrobiana (De Sa
Junior et al., 2016), além disso os fitoconstituintes identificados a partir de plantas medicinais representam uma excelente
oportunidade para o desenvolvimento cientifico (Birari & Bhutani, 2007).

Os recursos vegetais apresentam um valor essencial na biodiversidade, pois nela existem variabilidades de espécies
vegetais que em sua maioria proporcionam beneficios ao homem, tanto através da alimentacdo quanto para finalidades
farmacéuticas (Kinupp & Lorenzi, 2015; Lorenzi & Matos, 2021). Nesse cenério, o H. sabdariffa, que é nomeada no Brasil de
vinagreira, pertencente a familia das Malvaceae, sendo empregada tradicionalmente para finalidades médicas, devido a
presenca de compostos com propriedades medicinais em seus extratos, apresentando inumeras qualidades farmacoldgicas
evidenciadas cientificamente, como antioxidante, anti-inflamatorio, antidiabético, entre outros (Borras-Linares et al., 2015;
Kapepula et al., 2017; Naveed et al., 2018; Sobrinho et al. 2020a).

Devido a grande busca da populagdo por produtos naturais, as plantas medicinais estdo em crescente demanda, logo,
faz-se necessario a utilizagdo de processos de cultivo de espécies com potenciais farmacoldgicos como a H. sabdariffa, através
de processos bhiotecnoldgicos como a cultura de tecidos vegetais. Nos Gltimos anos, a industrial tem apresentado interesse em
pesquisas baseadas na cultura de tecidos vegetais in vitro, de forma a estabelecer condi¢Bes ideais de crescimento e
multiplicacdo de plantas medicinais (Shekhawat & Manokari, 2016; Franca, 2017). No entanto, a propagac¢do in vitro ou

micropropagacdo ainda precisa de maiores desenvolvimentos de protocolos para as espécies que apresentem capacidade
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medicinal (Oliveira et al., 2013). Portanto, a cultura de tecidos vegetais in vitro oportuniza uma ferramenta biotecnolégica de
grande importancia para a producédo sustentavel dessas fontes vegetais, garantindo a producdo regular e em larga escala em
menor tempo, além disso, auxilia na producdo de biomassa que apresente compostos de capacidade farmacolégica através da
calogénese (Andrade, 2002).

O calo é uma massa indiferenciada de células parenquimatosas, dependente do uso dos meios basicos incluindo macro
e microelementos para o crescimento das plantas e uma combinacdo de reguladores de crescimento para promover divisdo
celular e crescimento em condicdes estéreis e ambiente controlado (Mansuroglu & Gurel, 2001; Shirin et al., 2007; Hoesen &
Sukamto, 2008; Jahan et al., 2009), além de componentes organicos, carboidratos, explantes e materiais adjuvantes (Pawar et
al. 2015).

Os meios de cultura como 0 MS desenvolvido por Murashige & Skoog (1962), e o B5 estabelecido por Gamborg et
al., (1968) sdo um dos mais utilizados na cultura in vitro, apresentando como componente-chave o nitrogénio, elemento
associado ao controle do crescimento, diferenciagdo e morfogénese (Lakshmanan & Taji, 2000).

Em relacdo aos reguladores de crescimento, de acordo com Nakasha et al., (2016), uma auxina como o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) ¢ ideal para a inducéo de calos, sendo o0 horménio mais usado para iniciar a calogénese em varias
plantas. Entre as citocininas, a 6-benzilaminopurina (BAP) interage ativamente quando adicionada ao meio basal juntamente
com 0 2,4-D para o inicio do calo e sua manutencdo. Por esse motivo, existe a necessidade de definir o tipo e a concentracao de
reguladores de crescimento no meio de cultura, sendo estes fatores importantes no desenvolvimento in vitro de espécies
vegetais (Hartmann et al., 2004).

Nesse sentido, a presente investigacdo foi realizada com o objetivo de desenvolver um protocolo in vitro eficiente
para obtencdo de plantula e indugdo de calos de H. sabdariffa, empregando diferentes meios de cultura e variagdes de
concentragdes de reguladores de crescimento, uma vez que séo poucos os trabalhos com protocolos de propagagéo in vitro para

a espécie que objetive o acimulo de biomassa. Na Figura 1, observa-se o resumo grafico do desenvolvimento da pesquisa.

Figura 1: Resumo grafico, as sementes da H. sabdariffa que estavam presentes nas capsulas maduras da espécie sofreram a
desinfestacdo para a germinagdo in vitro, sendo obtidas plantulas axénicas, seus explantes (hipocétilos e raizes) foram

utilizados para a inducéo de calos em diferentes condi¢des de cultura com a finalidade de acimulo de biomassa.
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Fonte: Autores.

2. Metodologia
2.1 Material vegetal

Foram utilizadas sementes da espécie H. sabdariffa, obtidas a partir de capsulas maduras como fonte primaria de
explante, coletadas na Vila de Pau D’Arco municipio de Santa Barbara do Pard, estando a matriz localizada na area com as

seguintes coordenadas geograficas S: 1° 15° 3,88”; O: 48° 16° 36,8, com registro de atividades de acesso ao Patrimdnio
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Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob nimero AF05B99. Apoés a colheita, as sementes foram
transportadas até o Laboratério de Investigacdo Sistemética em Biotecnologia e Biodiversidade Molecular (LablSisBio.),
localizado na Rua Augusto Correa, 01, Guama, 66075-110 Belém, PA, da Universidade Federal do Pard. Antes de serem

inoculadas no meio de cultivo essas sementes foram submetidas a um processo de desinfestacéo.

2.2 Desinfestacdo das sementes de H. sabdariffa, germinacéo in vitro e obtencado de plantulas.

As contaminacGes na cultura de H. sabdariffa ocorrem quando as condi¢des de cultivo ndo sdo ideais, as
caracteristicas morfologicas da planta influenciam negativamente o sucesso da cultura, pois as espécies do género hibiscus sao
plantas lenhosas, sendo seu explante inicial a principal fonte de contaminantes apresentando caracteristicas anatémicas que
permitem o acumulo de agentes contaminantes dificultando a assepsia (Cruz et al., 2003). Sendo assim, 0s contaminantes sao
uma preocupagdo na cultura in vitro do H. sabdariffa, pois afeta diretamente o crescimento de plantulas in vitro, assim o
méaximo cuidado em cada etapa do cultivo pode levar ao sucesso da cultura (Sobrinho et al. 2020b).

Nesse sentido, para o estabelecimento das condi¢Bes de germinagdo in vitro foi necessario realizar um tratamento
adequado de desinfestacdo das sementes, 0 que permitiu continuar com o desenvolvimento das diferentes etapas da cultura.
Primeiramente, as sementes foram classificadas de acordo com seu grau de maturacdo e foi feito uma pré-assepsia fora da
camara de fluxo, que consistiu em lavagens das sementes com agua estéreo e Tween 80, em seguida ouve a imersdo em etanol
a 70% por um minuto, e adi¢do de NaClO a 2,5% (v/v) por 15 minutos, lavagem com H,O destilada estéreo e posterior imerséo
em fungicida Derosal 0,5% (v/v) por 60 minutos. Apds esse periodo, as sementes foram retiradas do fungicida e imersas em
solugdo de nitrato de oxiconazol + cloranfenicol 25 mg. L* e mantidas em incubadora com agitacdo orbitalar por 48 horas.

Em seguida as sementes foram submetidas a assepsia dentro da cadmara de fluxo laminar, que consistiu em imersdo
das sementes em solugdo de etanol a 70% (v/v) por 4 minutos e solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) por 20 minutos,
seguida de lavagens com &gua destilada estéreo. Apos a esterilizagdo em camara de fluxo laminar, as sementes foram
inoculadas em frascos cilindricos de vidro com dimensGes de 5 cm x 10 cm contendo 40 ml de meio de cultura MS,
suplementado com 30 g.L* de sacarose, solidificado com Phytagel 0,2 %, sob temperatura 30 °C. O pH do meio foi ajustado
para 5,8, o sistema foi autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Em seguida os frascos inoculados foram mantidos em
incubadora tipo B.O.D a 30°C, fotoperiodo de 16 h de luz e intensidade luminosa de 90 pmol.m2.st por 120 dias para
obtencéo da plantula axénica.

O meio basal MS foi escolhido para a germinacéo e obtencdo de plantula, pois apesar de sua alta concentracéo de sal,
é aquele que permite o melhor crescimento em varias espécies (Alvarenga et al., 2015; Grzegorczyk-Karolak et al. 2015;
Rahman et al., 2015).

2.3 Inducéo de calos de H. sabdariffa em diferentes condic@es de cultura.

A sacarose é a fonte de carbono mais frequentemente usada nos meios basais de células vegetais, sendo de grande
importancia o conhecimento da concentracdo desse componente para 0 melhor desenvolvimento de calos e regeneracdo dos
tecidos (Gamborg & Murashige, 1976; Verma et al., 2016). Tem-se na composi¢do dos meios de cultura o mio-inositol que
apesar de ndo essencial é frequentemente acrescentado aos meios de cultura, pois melhora o crescimento de calos (Gamborg &
Murashige, 1976).

Para o processo de indugdo de calos foram utilizados os meios de cultura com as formulages minerais e vitaminicas
dos meios basicos MS e B5 (Tabela 1).
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Tabela 1: Composicéo nutricional dos meios basicos Murashige & Skoog (1962), e Gamborg, et al. (1968) em mg.L™*

Composigdo dos meios Composigéo dos meios

de cultura (mg.L?) MS B5 de cultura (mg.L™?) MS B5
Macronutrientes - - Micronutrientes - -
NH4NOs 1.650 - MnS0O4.H,0 22.3 10
KH2PO4 170 - ZnS04.7H,0 8.6 2
(NH4)2S04 - 134 H3BO3 6.2 3
KNO3 1.900 2.500 Kl 0.83 0.75
MgS04.7H20 370 250 Naz M004.2H,0 0.25 0.25
CaCl.. 2H,0 440 - CuS0..5H,0 0.025 0.025
NaH:PO4. H,O - 150 CoCl.6H,0 0.025 0.025
Fe- EDTA - - Vitaminas - -
FeS04.7H.0 27.8 27.8 Tiamina — HCI (B1) 0.1 10
Na,EDTA 37.3 37.3 Piridoxina — HCI 0.5 1
Calcio - - Acido Nicotinico 0.5 1
CaCl22H,0 - 150 Glicina 2 -
Fonte de carbono - - Mio- Inositol 100 100
Sacarose 30.000 20.000 pH 5.8 5.8

Fonte: Autores.

Os meios de cultura foram suplementados com 30 g. L* de sacarose, solidificado com Phytagel 0,2 % para o0 MS e 20
g. L de sacarose, solidificado com agar 0,7 % para o B5, em duas diferentes concentragGes (T1 e T,) de reguladores de
crescimento, 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e BAP (6-benzilaminopurina), provenientes da matriz experimental,
(Tabela 2), sob temperatura 30 °C e com o pH do meio ajustado para 5,8, o sistema foi autoclavado a 121°C durante 20

minutos.

Tabela 2: Meios basais MS e B5 em diferentes concentraces de reguladores de crescimento, 2,4-D e BAP, utilizados para

inducéo de calos a partir de explantes hipocotiledonar e radiculares de H. sabdariffa.

Meios de Cultura Tratamentos 2,4-D (mg.L ) BAP (mg.L?) Explantes
MS i 10 0.2 Hipocétilos / Raizes
T2 0,1 0,1
Ty 1,0 0,2 S .
B5 T, 01 01 Hipocotilos / Raizes

Fonte: Autores.

Foram utilizados explantes de hipocétilos e raizes de H. sabdariffa, oriundos do cultivo axénico. Os explantes foram
fragmentados (1 cm) e seus segmentos inoculados, sendo utilizado quatro seguimentos de cada explante em um Unico frasco de
cultura (5 cm x 10 cm), contendo 40 ml dos respectivos meios de cultura, em um total de duas repeticBes para cada tratamento.
Os frascos contendo 0s meios basais em seus respectivos tratamentos e explantes foram previamente pesados utilizando-se
balanga analitica e posteriormente distribuidos em incubadora tipo B.O.D a 30°C com fotoperiodo de 16 h de luz e intensidade
luminosa de 90 umol.m2.s, mantidos por 120 dias.

O processo de indugdo de calo foi avaliado ao término dos 120 dias. Os frascos de cultura contendo os calos foram
retirados da incubadora tipo B.O.D com o proposito de afericdo da massa calogénica Umida, apos a pesagem, os calos foram
retirados dos frascos de cultura em camara de fluxo e colocados em placas de petri estéreis, para o estudo das qualidades
morfolodgicas, observando a consisténcia, compacto ou fridvel, que de acordo com Evans et al. (2003) o calo compacto é
densamente compactado com textura dura, ja os calos friaveis consistem em células sobrepostas que facilmente de

desagregam, também foram observadas as coloracBes de cada calo (branco, verde, amarelo e marrom) para registro, sendo
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posteriormente transferidos para os meios basais com as concentragdes de reguladores de crescimento de origem, para estudos
posteriores.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Germinagao in vitro e obtencéo de plantulas.

A germinacdo de sementes in vitro de H. sabdariffa foi alcancada em meio MS desprovido de reguladores de
crescimento e possibilitou a obtencdo da plantula in vitro (Figura 2).

Figura 2: Germinacdo, desenvolvimento e estabelecimento de plantula in vitro de H. sabdariffa em meio de cultura MS.
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Fonte: Autores.

A natureza a germinacao das sementes de H. sabdariffa € dificultada por diversos fatores (Brasil, 2009). O tegumento
é duro e macic¢o, podendo apresentar dorméncia (Eichelberger & Moraes, 2001), porém o protocolo para a germinacao in vitro
e obtencdo da plantula possibilitou uma maior absor¢do de meio de cultura, permitindo a germinacdo in vitro. Na Figura 2,
observa-se a semente absorvendo o meio nutritivo (A). A protrusdo da radicula e alongamento da radicula (B e C). A
germinacdo é do tipo epigeo (Brasil, 2009), com a elevacdo dos cotilédones acima da superficie do meio nutritivo,
fanerocotiledonar, com o tegumento aderido aos cotilédones (D). Os cotilédones totalmente livres do tegumento (E). Os
cotilédones totalmente desdobrados (F). A primeira folha verdadeira desdobrada (G). Segunda folha verdadeira desdobrada
(H). Terceira folha verdadeira desdobrada (1). E o desenvolvimento da parte aérea da plantula axénica ao final dos 120 dias (J).

Houve um retardo no desenvolvimento das partes aéreas da plantula in vitro ocasionando uma redu¢do no tamanho
das mesmas, que segundo Kanashiro et al. (2007), é devido a concentracdo elevada de NH4 * e NO3 " no meio basal MS. No
estudo realizado por Sobrinho et al. (2020b) para a H. sabdariffa, germinado em ambiente natural, os cotilédones
apresentaram-se desenvolvidos, mas as raizes mostraram-se pouco desenvolvimento em tamanho e espessura. De acordo com
Mercier e Kerbauy (1998) os ions de nitrato e amonio presentes no meio de cultura promovem o aumento dos niveis de auxina
no interior da planta, favorecimento o desenvolvimento das raizes, o que pode ser observado para o cultivo in vitro de H.
sabdariffa, a raiz principal apresentou desenvolvimento em tamanho e espessura, sendo observada a presenca de raizes laterais

como mostra a Figura 3.
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Figura 3: Raizes desenvolvidas da plantula in vitro de H. sabdariffa cultivadas em meio MS.

Fonte: Autores.

3.2 Inducéo de calos em diferentes condiges de cultura.
3.2.1 Qualidades morfoldgicas dos calos de H. sabdariffa

Na cultura in vitro de tecidos vegetais, os fitohormonios, auxina e citocinina, influenciam o desenvolvimento das
células, podendo induzir e nutrir uma massa celular pluripotente desorganizada, conhecida como calo, a partir dos explantes
(Ikeuchi & Sugimoto, 2013). Assim, no processo de inducéao de calos, os explantes como os hipocétilos e raizes excisadas que
foram cultivados em diferentes meios de cultura (MS e B5) e em distintas concentracdes de reguladores de crescimento, (T1 e
T,), apresentaram qualidades morfoldgicas diferenciadas para cada tipo de explante nas diferentes condi¢des de cultura (Figura
4).

Figura 4: Inducdo de calos de H. sabdariffa. de origem hipocotiledonar (A, B, E, F) e radicular (C, D, G, H) inoculados em
diferentes meios basicos de cultura (MS- Linha acima / B5- Linha abaixo) e suplementados com diferentes concentragdes de

reguladores de crescimento (T1- A, C, E, G/ T,- B, D, F, H). Barras = 1cm.

T

Fonte: Autores.

As alteracBes de fatores externos, como tipos de meios basais e reguladores de crescimento de plantas, podem
influenciar as potencialidades inducdo e a morfologia do calo. (Staba, 1980). No entanto, nenhuma generalizagdo definitiva
pode ser feita em relacdo a esses fatores, uma vez que as disposi¢des morfogénicas dos calos podem variar de acordo com a
espécie (Avilés et al., 2009).

Assim sendo, os resultados do estudo demonstraram que houve a inducdo de calos independente dos tipos de
explantes e condigBes de cultura. Registrou-se a formagdo de calos com caracteristicas fridveis para explantes de hipocotilos

em meio de cultura MS, no tratamento T1 e T2 (A e B), apresentando células de facil desagregagdo, com textura macia, devido
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o afrouxamento da parede celular (Bekheet et al., 2014; Ashrafzadeh et al., 2015), também foi possivel observar a formagao de
grupos de aglomerados compactos de células justapostas, denominadas de calos compactos, de coloragdo amarela com regides
eshbranquicadas para os explantes de hipocétilo em meio B5 no tratamento Tie T (E, F). Tais caracteristicas, segundo Shukla
et al., (2014), sdo devido ao impacto inibitorio do 2,4-D na formacéo da clorofila podendo causar calos eshranquigados ou
amarelados. Os calos hipocotiledonares em meio MS e B5 em Ti (A e E) apresentaram oxidacdes na regido de excisdo dos
explantes, conferindo a estes calos uma regido de coloragcdo marrom.

Os calos radiculares apresentaram caracteristicas fridveis, crescendo separadamente em partes menores, com
facilidade de corte devido a alta presencga de agua e apresentando coloragdo amarela. Segundo Nasution & Nasution, (2019), as
cores verde, branco, amarelo mostram que as células ainda se dividiam ativamente, enquanto cores como marrom e preto séo
sintomas de envelhecimento das células, o que inibirda o crescimento do calo, caracteristica essa que foi observada no calo
radicular em meio B5 em T, (H) apresentando oxidacdo que se propagou, conferindo a este calo uma coloragdo marrom em
grande parte de sua extensdo. O que pode ser um indicativo de producédo de compostos fendlicos que podem ser tdxicos,

interrompendo o crescimento do calo (Hayati et al., 2014).

3.2.2 Condic0es de cultura de calos de H. sabdariffa para o acimulo de biomassa

As regulages nutritivas dos meios basais auxiliam expressivamente o desenvolvimento de calos. Os meios de cultura
580 0s requisitos nutricionais basicos das células vegetais cultivadas e sdo muito semelhantes aos das plantas inteiras. O meio
de Murashige e Skoog (MS) e 0 meio de Gamborg, Miller & Ojima (B5) séo todos altamente concentrados em macronutrientes
(Zouzou et al., 2000). A escolha de um meio de cultura apropriado para estabelecer culturas in vitro é essencial, além das
diferentes concentragdes de reguladores de crescimento, sendo importantes na quantidade de biomassa dos calos obtidos
(Nagella & Murthy, 2010).

No estudo, 0 meio basal MS foi 0 mais apropriado para a 0 acimulo de biomassa que o0 meio basal B5, apresentando
maior producdo de massa caldgenica nas concentracdes de reguladores de crescimento de 0,1 mg.L* de 2,4 De 0,1 mg.L! de
BAP (T_) proporcionando as maiores médias de massas calogénicas imidas provenientes de explantes hipocotiledonares (7,43
+ 0,19 g) e radiculares (6,75 + 0,07 g) (Figura 5).

Figura 5: Valores médios de massa calogénica imida (g) em diferentes meios de cultura com concentragdes variadas de

reguladores de crescimento para explantes hipotitiledonares e radiculares de H. sabdariffa.

B5ST2RZ —

MSTIRE

BETIRZ

MSTIREZ

BSTZHP

WICHOS Ddsils

NST2HP

BsT1HP
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I MIassas Calogénicas U (g) I

Fonte: Autores.
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Os explantes de tecidos hipocotiledonares jovens contribuiram para a maior produgdo de massa calogénica, sendo
necessario para a promogao da cultura no acimulo de biomassa calogénica, pois o tipo de explante e provavelmente sua
estrutura anatdémica desempenharam um papel significativo na iniciagdo do calo (Ishii et al., 2004). No estudo, a menor
concentracdo de reguladores de crescimento favoreceu a proliferacdo de calos de H. sabdariffa, estimulando a producéo de
massa calogénica e de acordo com Ngomuo et al., (2014) os tipos de explantes usados para a cultura in vitro tem um grande
efeito na inducdo de calos quando diferentes concentragdes de reguladores de crescimento sdo utilizadas.

A melhor combinacdo de explante, meio basal e reguladores de crescimento para o acimulo de biomassa, poderiam
influenciar o acimulo e a sintese de metabdlitos secundarios na cultura de células vegetais (Murthy et al., 2014). As massas
calogénicas podem produzir altas quantidades de metabdlitos secundarios (Wani & Snehal, 2010; Efferth, 2019), podendo
padronizar a producdo de compostos, sendo sugerido que a quantidade da producéo de massa calogénica e a quantidade de
producdo de metabdlitos secundarios podem ser semelhantes por unidade de massa, sendo o cultivo in vitro uma das
tecnologias empregada para melhorar a qualidade das plantas, aumentar a biomassa e a produtividade dessas espécies (Sitorus
etal., 2011; Ariati et al., 2012).

Os metabdlitos secundérios sdo altamente diversificados e suas alteragdes dependem de interagBes quimicas entre as
plantas e seu ambiente (Kutchan, 2001), porém a abordagem da cultura in vitro de tecidos vegetais é independente das
condicBes ambientais, logo, existe a possibilidade de produzir continuamente esses compostos bioativos (Karuppusamy, 2009;
Lopez-Laredo et al., 2009) possibilitando a manipulacdo das vias de biossintese das células vegetais para producdo de
derivados de metabdlitos secundarios com caracteristicas aperfeicoadas (Hussain et al., 2012), ampliando a producdo de

metabdlitos de interesse através de culturas de suspensédo de células (Morales-Rubio et al., 2016 ).

4. Concluséo

A abordagem biotecnoldgica da cultura in vitro de vinagreira (H. sabdariffa), ajuda na conservacao e multiplicacéo da
espécie, sendo possivel estimar os parametros significativos da investigacdo para a maior produgdo de biomassa calogénica em
diferentes condigdes de cultura, e concentracGes de reguladores de crescimento de plantas. O tratamento ideal para o estudo foi
a combinagdo de meio MS na concentragdo de reguladores de crescimento de plantas de 0,1 mg L2 de 2,4 D e 0,1 mg L de
BAP. (Ty).

No futuro, esse protocolo facilitard a producdo de biomassa calogénica de H. sabdariffa, sendo uma alternativa
adequada para producdo continuada dos compostos bioativos quando comparada aos métodos tradicionais em ambiente
natural, evitando a superexploracdo da espécie, uma vez que a espécie produz variados compostos com capacidade
farmacoldgica. A técnica in vitro pode superar a produtividade da planta em campo, através da possibilidade de modulagao
dessa resposta. No entanto, o processo tem muitos desafios, envolvendo os protocolos de cultivo in vitro, sendo necessaria uma
exploragdo dos periodos de subcultivos de calos nas combinaces ideais para obtencdo de uma maior biomassa e avaliando os
estagios de desenvolvimento, assim como investigaces que visem a utilizacdo dessa cultura de calos como fonte de
metabdlitos secundarios em um tempo relativamente curto, com qualidade e em niveis de contetdo superior de componentes

com bioatividade farmacoldgica.
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