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CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS MEDICINAIS: Ocimum basilicum

L. e Cissus sicyoides L.

Autora: Fabiola Santana Reboucas
Orientador: Weliton Antonio Bastos de Almeida

RESUMO: O objetivo do presente estudo foi induzir a multiplicagao in vitro de
Ocimum basilicum L., e a obtengdo de um protocolo de calogénese em Cissus
sicyoides L., in vitro. Na organogénese in vitro de Ocimum basilicum L., foram
utilizados como explantes, segmentos internodais de plantas in vitro. Estes foram
cultivados em meio MT, e BAP: 0,0; 2,0 e 4,0 mg L. Avaliou-se: porcentagem de
explantes responsivos € numero de gemas/explante. Para o enraizamento, brotos
foram transferidos para meio MT contendo 0,5 g L™ de carvéo ativado e ANA nas
concentragdes: 0,0; 1,0; 20 e 3,0 mg L'. Avaliou-se: porcentagem de
enraizamento; comprimento da maior raiz (cm); peso da matéria fresca (g) e peso
da matéria seca (g). A adicdo de 2,0 mg L' BAP promoveu a melhor resposta
organogénica. No enraizamento, ndo se faz necessario o adicionamento de ANA.
Para a calogénese de Cissus sicyoides L., foram utilizados como explantes,
segmentos foliares de plantas oriundas do campo, que apds desinfestagdo foram
inoculados em meio MT + 1,0 mg L de ANA. Avaliou-se a % de explantes
sobreviventes e % de contaminagado. Para o cultivo utilizou-se o meio MT+ 1,0 mg
L' ANA e BAP: 2,0; 4,0; 6,0 e 12,0 mg L. Avaliou-se o nimero de calos
compactos e friaveis. Para o primeiro e segundo subcultivo o material foi
introduzido em meio MT + 1,0 mg L™ ANA variando-se as mesmas concentracdes
de BAP, sendo avaliados o numero de calos friaveis formados e a % de area
coberta com calos. A quantidade de calos formados foi obtida ao longo dos
subcultivos por meio do numero de repeticdes formadas no decorrer dos mesmos,
sendo também obtidos, peso da matéria fresca (g) e seca (g). Em seguida, fez-se
os testes fitoquimicos. Para a calogénese de Cissus sicyoides L., a partir de
segmento foliar faz-se necessario a adicdo de 6,0 mg L' de BAP ao meio de
cultivo. Identificou-se a presenca de heterosideos cardioténicos em calos de Cissus
sicyoides L.

Palavras-Chave: Manjericdo, Cultivo in vitro, Insulina vegetal, heterosideos

cardioténicos.



IN VITRO CULTURE OF MEDICINAL PLANTS: Ocimum basilicum L. and Cissus
sicyoides L.

Author: Fabiola Santana Reboucas
Adviser: Weliton Antonio Bastos de Almeida

ABSTRACT: The objective of this study was to induce in vitro multiplication of
Ocimum basilicum L., and achieving a protocol the callus in Cissus sicyoides L. in
vitro. In in vitro organogenesis of Ocimum basilicum L., were used as explants,
segments internodais plants in vitro. These were cultured in MT medium and BAP:
0.0, 2.0 and 4.0 mg L. It was evaluated: percentage of responsive explants and
number of buds / explant. For rooting, shoots were transferred to MT medium
containing 0.5 g L™ of activated charcoal and NAA concentrations: 0.0, 1.0, 2.0
and 3.0 mg L™. It was evaluated: percentage of rooting, length of the longest root
(cm), weight of fresh matter (g) and dry matter (g). The addition of 2.0 mg L' BAP
promoted the best organogenic response. With roots, does not require the addition
of NAA. For the callus of Cissus sicyoides L., were used as explants, leaf
segments of plants from the field, after disinfection were inoculated into MT
medium + 1.0 mg L' NAA. We evaluated the % of explants % of survivors and
contamination. For the cultivation using the MT medium + 1.0 mg L' NAA and
BAP: 2.0, 4.0, 6.0 and 12.0 mg L™. It was evaluated, the number of compact and
friable callus. For the first and second subculture the material was introduced into
MT medium + 1.0 mg L' NAA was the same varying concentrations of BAP, and
assessed the number of friable callus formed and the % of area covered with
calluses. The amount of callus formed was obtained over the subcultures through
the number of repeats formed during the same, and also obtained, the fresh
matter weight (g) and dry (g). Then there was the testing phytochemicals. The
disinfection was shown to be ineffective. For the callus of Cissus sicyoides L. from
leaf segment it is necessary the addition of 6.0 mg L™ BAP to the medium of
culture. It was the presence of cardiac heterosides in callus of Cissus sicyoides L.

Key words: Basil, In vitro culture, Vegetable insulin, Cardiac heterosides.



INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizagdo, as plantas vém sendo utilizadas pelo
homem como fonte de alimento e com propdsitos terapéuticos. No Brasil, a
utiizacdo de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades esta
arraigada as culturas indigena, negra e dos imigrantes europeus. Nos dias atuais,
as plantas representam uma valiosa fonte de metabdlitos secundarios, os quais
sao utilizados principalmente pelas industrias farmacéutica e alimenticia (RAO &
RAVISHANKAR, 2002). Estima-se que cerca de 25% dos farmacos empregados,
atualmente, nos paises industrializados foram desenvolvidos, direta ou
indiretamente, a partir de produtos naturais, especialmente de plantas (YUNES &
CALIXTO, 2001). A exemplo dos Estados Unidos, onde cerca de 25% de todos os
medicamentos prescritos, dispensados por farmacias comunitarias, entre 1959 e
1980, continham substancias ativas oriundas de plantas superiores
(FARNSWORTH & SOEJARTO, 1985).

Os produtos derivados de plantas medicinais detém uma importante
parcela do mercado mundial, 14 bilhdes de um total estimado de 280 bilhdes de
dolares (cerca de 5% do mercado mundial de produtos farmacéuticos),
(CARVALHO et al., 2007). Para a Europa e Estados Unidos, o mercado
fitoterapico foi estimado no ano de 2000, o equivalente a 8,5 e 6,3 bilhdes de
dolares, respectivamente (SIMOES & SHENKEL, 2002).

No Brasil, o valor estimado de gasto em fitoterapicos € da ordem de 300
milhées de ddlares, relativamente pequeno, representando cerca de 4% do total
do mercado farmacéutico, da ordem de 7,4 bilhdes de dolares (MARQUES, 1999).
No entanto, estes valores indicam um mercado em potencial expanséo,
principalmente se considerarmos a biodiversidade brasileira. O Brasil possui a

mais extensa e diversa flora, nUmero superior a 55 mil espécies descritas, o que



corresponde a 22% do total mundial (BRASIL, 2008). Esta rica biodiversidade é
acompanhada por uma longa aceitagdo do uso de plantas medicinais e
conhecimento tradicional associado (RODRIGUES, 2006). No entanto, apesar do
Brasil ser rico em biodiversidade, a exploragao predominantemente de carater
predatorio das plantas medicinais e o desconhecimento das praticas de cultivo
tém levado a redugdes drasticas das populagdes naturais, culminando na perda
de muitos metabdlitos ainda ndo estudados pela quimica e pela farmacologia.

A eficacia e seguranca de muitas plantas medicinais ja foram
comprovadas cientificamente o que as legitimizam como recurso terapéutico
benéfico e indispensavel a humanidade. Porém, a exploracéao ilegal das culturas
medicinais prejudica o desenvolvimento de medicamentos utilizando os elementos
tradicionais. Montanari Junior (2002) assinala que, como consequéncia da
revalorizacdo mundial do uso de plantas medicinais, a pressao ecoldgica exercida
sobre alguns desses recursos naturais tem sido grande nos ultimos anos.
Acrescenta ainda que o valor econbmico dessas plantas pde em perigo a
sobrevivéncia de muitas espécies medicinais nativas.

Considerando a importancia da participacdo do Brasil no mercado
mundial de fitoterapicos, atrelado ao fato da necessidade da conservagao da flora
medicinal brasileira, duas importantes politicas foram estabelecidas em 2006, pelo
governo federal brasileiro. A primeira foi a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS), aprovada
através da Portaria Ministerial MS/GM n° 971 de 03 de maio de 2006 (BRASIL,
2006). A segunda foi a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
publicada através do Decreto n° 5.813 em 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006).
Ambas as politicas apresentam em suas diretrizes o incentivo a pesquisa e ao
desenvolvimento com relagao ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos que
possam ser disponibilizados com qualidade, seguranga e eficacia a populagao,
priorizando a biodiversidade do pais. Estas medidas apontam para maior
valorizacdo e reconhecimento deste recurso terapéutico como alternativa para a
populacgao brasileira.

Por essa razao, torna-se necessario estudar o comportamento de
espécies medicinais perante as praticas agronémicas, por meio da domesticagéo
e do cultivo (CHAVES et al., 2002). Além disso, o declinio no teor de principios

ativos ou de 6leos essenciais em plantas medicinais € comum quando estas sao



cultivadas por longos periodos e submetidas a varios cortes (PEREIRA, 1999). A
cultura de tecidos vegetais tem sido considerada ferramenta promissora para a
preservagao de fontes vegetais, bem como a propagacgédo comercial de plantas
medicinais (ABREU, 1998).

1 Cultura de Tecidos em Plantas Medicinais

Esta técnica consiste no cultivo de células ou tecidos vegetais sob
condicdes quimicas e fisicas apropriadas, representando uma das areas de maior
éxito da biotecnologia (GIACOMETTI, 1990). A regeneracao de plantas através da
cultura de tecidos baseia-se no principio da totipoténcia, proposto pelo fisiologista
Haberlandt, que em 1902, enunciou que cada célula vegetal possuia o potencial
genético para regenerar uma planta inteira (FLORES, 2006). Além disso, os
vegetais sdo capazes de produzir um grande numero de metabdlitos in vitro (RAO
& RAVISHANKAR, 2002).

Em plantas medicinais, a cultura de tecidos tem auxiliado na propagacao
clonal de diversos gendtipos, permitindo a conservagdo do germoplasma; a
obtencao de novas fontes de variabilidade através do cultivo de calos e células;
na engenharia genética e na otimizagdo da producdo de metabdlitos (PLETSH,
1998; BOTTA et al., 2001; RAO & RAVISHANKAR, 2002; ARIKAT et al., 2004).

1.1 Multiplicagao in vitro de Plantas Medicinais

Franga et al., (1995) desenvolveram a micropropagagdao a partir de
segmentos nodais de Eclipta alba L. Hassk e estabeleceram um protocolo
eficiente para produgcdo em escala desta planta. Esse tipo de propagacéao
promove o desenvolvimento de estruturas morfologicamente pré-existentes e a
exposicao de segmentos nodais a concentragdes adequadas de fitoreguladores e
nutrientes que estimula a quebra de dorméncia das gemas axilares e promove
uma rapida multiplicacao de novas brotagées (DEBERGH & READ, 1991).

Plantas micropropagadas de Maytenus aquifolia e Maytenus ilicifolia,
apresentaram a mesma produtividade em fitomassa e o mesmo perfil quimico das
matrizes doadoras de explantes (PEREIRA et al, 1994; PEREIRA et al 1995). A

mesma metodologia de propagacao in vitro foi desenvolvida com o



Stryphnoclendron polyphythum (barbatimao) cuja atividade cicatrizante é atribuida
aos taninos presentes na casca da arvore (FRANCA et al, 1995).

Pothomorphe umbellata uma espécie medicinal também conhecida como
caapeba ou pariparoba, esta inscrita na farmacopéia brasileira devido sua acao
anti-ulcera, colagoga e anti-hepatotdoxica. Recentemente, foi isolado dessa
espécie um composto denominado N-benzoilmescalina que tem atividade
bactericida contra Helicobacter pylori (ISOBE, et al 2002). Micropropagacao desta
espécie, via organogénese direta a partir de segmento de folha foi estabelecida
com objetivo de se obter plantas em escala para cultivo convencional, uma vez
que as sementes apresentam graves problemas com a germinagdo (PEREIRA et
al, 2000).

Em alguns casos, observa-se maior produgédo de determinado metabdlito
secundario em plantas micropropagadas em relagdo a planta matriz, como foi
constatado por Yoshimatsu et al., (1994). De acordo com esses autores, 0 mais
elevado teor de emetina (1,8%) encontrado em raizes de ipeca foi verificada em
plantas propagadas por cultura de tecidos. Conforme Piatti et al., (1991), o

alcaldide emetina é sintetizado a partir da descarboxilacdo do aminoacido tirosina.

1.2 Cultivo de Calos

O cultivo de calos, células e 6rgaos in vitro tem sido uma alternativa viavel
para o estudo e a producdo de metabdlitos secundarios (KOLLAVORA , 2004;
ARIKAT., 2004; OKSMAN-CALDENTEY & INZE, 2004). Em geral, o método mais
utilizado para o estudo da producdo de metabdlitos € o cultivo de células em
suspensao (BOTTA et al.,, 2001). Para isso, faz-se necessario determinar
protocolos eficientes para a indugcéo e manutencao de calos friaveis.

Adicionalmente, a constatacdo de que ocorrem modificagées no teor de
compostos de acordo com o grau de diferenciacdo dos tecidos, levou ao
desenvolvimento de um grande numero de pesquisas com o intuito de estudar a
viabilidade de produgdo de compostos em calos com diferentes caracteristicas,
principalmente no que diz respeito a consisténcia e ao potencial morfogénico
(FLORES, 2006).

Mansur (1994), trabalhando com calogénese a partir de diversos

explantes de Pfaffia paniculata, verificaram a formacgao de calos friaveis a partir de



segmentos de folhas na presencga do 2,4-D e cinetina. Em outras espécies, como
Gomphrena macrocephala (VIEIRA et al., 1995), G. officinalis (MERCIER et al.,
1992) e Amaranthus (BENNICI et al., 1997) calos tém sido induzidos a partir de
varios explantes, utilizando-se diferentes concentracdes de ANA e BAP.

O crescimento de calos, permite em alguns casos o desenvolvimento de
culturas de células que acumulam compostos em niveis mais elevados do que a
planta da qual elas se originaram. Buffa Filho et al., (2001), ao comparar os dados
obtidos da analise quantitativa de quinonametideos de 5 gendtipos de Maytenus
ilicifolia e os resultados dos experimentos em culturas de células, concluiram que
as células cultivadas in vitro produziram 3x mais maitenina e 100x mais 22b

hidroximaitenina, do que as raizes de plantas cultivadas in vitro.

2 Manjericao

O manjericdo (Ocimum basilicum L., Lamiaceae) é planta anual ou
perene, dependendo do local em que é cultivado. Nos Estados Unidos da América
o cultivo & de média escala e para fins culinarios, ornamentais e extracao de dleo
essencial (BLANK, et al., 2004).

Essa espécie € comercialmente cultivada para utilizagao de suas folhas
verdes e aromaticas, usadas frescas ou secas como aromatizante ou tempero. De
acordo com Lawrence (1993), a producdo mundial de o&leo essencial de
manjericao em 1992 foi de 43 toneladas, equivalendo a 2,8 milhdes de ddlares.
S6 os EUA importaram em 1988, 1.806 toneladas de manjericdo (folhas secas e
oleo essencial), equivalente a 2,5 milhdes de dolares (SIMON, 1990). Esse valor
aumentou para 4.195 toneladas de matéria seca em 1996, equivalente a 5,5
milhdes de dodlares (USDA, 1998).

Como planta medicinal, age contra problemas nas vias respiratorias,
contra infecgdes bacterianas e parasitas intestinais, além de melhorar a digestéao
dos alimentos (LORENZO & MATOS, 2003). Em sua constituicdo quimica
apresenta: oleos essenciais (eugenol, estragol, linalol, lineol, alcanfor, cineol,
pineno e timol), taninos, saponinas, flavondides, acido cafeico e esculosideo.
(EMBRAPA, 2001). Foi demonstrado que esta espécie pode ser rica em
antocianinas e outras espécies deste mesmo género, podem ser uma fonte
potencial de antioxidantes (PHIPPEN e SIMON, 1998).



A disponibilidade e interagcdo de auxinas e citocininas no meio de cultura
levam ao crescimento e morfogénese in vitro, tendo uma importante influencia na
formagao das raizes, parte aérea e calo em cultura de tecidos. O efeito fisioldgico
depende da concentragdo de cada regulador no meio, sendo que cada parte da
planta tem uma resposta diferente as alteragées das concentragdes de auxinas e
citocininas (POZO et al., 2005). Alguns estudos in vitro tém sido conduzidos com
0 género Ocimum, usando diferentes explantes, como segmento nodal (AHUJA,
1982), foliar (PHIPPEN e SIMON, 2000) inflorescéncia jovem (SINGH & SEHGAL,
1999) e botdes axilares (BEGUN, 2002).

3 Insulina Vegetal

O objeto do presente estudo é a Cissus sicyoides L, uma trepadeira
conhecida popularmente como anil trepador, uva brava, cipo-puca ou insulina
vegetal (AGRA et al, 2007). As inflorescéncias s&o de flores pequeninas, branco-
palidas e numerosas, partem de alturas diferentes, mas alcangam o mesmo nivel
superior, (inflorescéncia denominada "corimbo"), os frutos sdo pequenas bagas,
denominadas pelo povo como uva-brava ou uva-de-mato, que quando maduras
contém pigmentos, e extraidos podem ser utilizados como corante de alimentos
(TOLEDO, 1983).

As folhas de insulina vegetal, sdo empregadas externamente contra o
reumatismo e cura de abscessos e a infusdo das folhas e do caule utilizadas na
inflamac&o muscular e como ativadora da circulagdo sanguinea (SANTOS, et al.,
2008). Esta espécie contém alcaldides, flavondides (MOURA, 1986;
ALBUQUERQUE, 1989), esterdides, saponinas, compostos fendlicos, mucilagem
(SILVA,1995), dentre outros. As mucilagens apresentam, em diversas espécies,
propriedades anti-inflamatorias, laxativas, anti-diarréicas e anti-diabéticas
(TOMODA et al., 1987).

A literatura relata que tem sido investigado possivel efeito hipoglicemiante
com as folhas Cissus sicyoides L., havendo relatos contraditérios quanto a essa
atividade. Silva et al. (1996), Beltrame et al. (2001), Beltrame et al. (2002),
Vasconcelos, (2004) e Lima (2007) ndo observaram essa atividade
diferentemente de Mori et al. (2001), Barbosa et al. (2002), Pepato et al. (2003) e
Viana et al. (2004).



Diante da necessidade de estudos envolvendo técnicas de cultura de
tecidos de espécies medicinais, com expressivo potencial farmacologico, o
objetivo do presente estudo foi induzir a multiplicagdo in vitro de Ocimum

basilicum L., e a obtengédo de um procololo de calogénese em Cissus sicyoides L.,
in vitro.
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ORGANOGENESE IN VITRO EM Ocimum basilicum L. A PARTIR DE
SEGMENTOS INTERNODAIS!

' Artigo ajustado a ser submetido ao Comité Editorial do periddico: Revista Ceres.
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Organogénese in vitro em Ocimum basilicum L. a partir de segmentos
internodais?®

Fabiola Santana Reboucas?; Weliton Antonio Bastos de Almeida®
RESUMO

O manjericdo € um exemplo de aproveitamento da variabilidade genética de
compostos secundarios, contudo, uma das maiores dificuldades na utilizagado de
espécies da familia Lamiaceae para fins farmacéuticos é a variabilidade
individual, devido a heterogeneidade genética e bioquimica. Objetivou-se neste
trabalho a multiplicagdo in vitro de Ocimum basilicum L. via organogénese. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do
CCAAB da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia em parceria com o
Laboratério de Biotecnologia da Faculdade Maria Milza em Cruz das Almas.
Segmentos internodais de plantas de manjericdo cultivadas in vitro foram
utilizados como explantes e introduzidos em meio de cultivo MT com BAP nas
concentragdes: 0,0; 2,0 e 4,0 mg L. Apds trinta dias de cultivo, avaliou-se a
porcentagem de explantes responsivos e 0 numero de gemas/explante. Para o
enraizamento, brotos foram transferidos para meio MT contendo 0,5 g L™ de
carvao ativado e ANA nas concentragbes: 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L. Apos
sessenta dias de cultivo avaliou-se: a) porcentagem de enraizamento; b)
comprimento da maior raiz (cm); c) peso da matéria fresca (g) e d) peso da
matéria seca (g). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo
programa SISVAR sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A adicdo de 2,0 mg L' BAP promoveu a melhor resposta
organogénica. Para o enraizamento das microplantas de manjericdo, nao se faz

necessario o adicionamento de ANA.
Palavras-Chave: Micropropagag¢ao, Manjericdo, Explante.

1- Artigo extraido de dissertacao a ser submetido ao Comité Editorial da Revista Ceres

2- Engenheira Agronoma — Mestranda em Ciéncias Agrarias — UFRB. Cruz das Almas — Ba.
CEP. 44380-000. E-mail: fabyolasr@hotmail.com
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In vitro organogenesis in Ocimum basilicum L. from segments internodais
ABSTRACT

The basil is an example of exploitation of the genetic variability of secondary
compounds, however, one of the greatest difficulties in the use of the family
Lamiaceae species for pharmaceutical use is the individual variability due to
genetic and biochemical heterogeneity. The objective of this research the
multiplication in vitro of Ocimum basilicum L. via direct organogenesis. The
experiment was conducted at the Laboratory of Tissue Culture of Plants CCAAB
Reconcavo Federal University of Bahia in partnership with the Biotechnology
Laboratory of the Faculty in Maria Milza in Cruz das Almas. Internodais segments
of seedlings of basil in vitro were used as explants and introduceds on medium MT
with BAP concentrations: 0,0; 2,0 and 4,0 mg L. Thirty days after, the percentage
of responsive explants and the number of shoots/explant were evaluated. For
rooting shoots were transferred to MT medium containing 0.5 g L™ of activated
charcoal and NAA concentrations: 0,0; 1,0; 2,0 and 3,0 mg L. Sixty days after it
was evaluated: Percentage of rooting; length of the largest root (cm) Weight of the
fresh matter (g) and weight of dry matter (g). The data were statistically analyzed
by the program SISVAR and the averages compared by Tukey test at 5%
probability. The addition of 2.0 mg L' BAP promoted the best organogenic

response. For the rooting of the micro basil, does not need the addition of NAA.

Keywords: Micropropagation, Basil, Explants.
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INTRODUCAO

O manjericao (Ocimum basilicum L.) € uma planta aromatica, pertencente
a familia Lamiaceae, rica em Oleos essenciais, cujas propriedades medicinais
estdo consagradas pelo uso popular e que vem sendo usada desde os tempos
antigos. Provavelmente chegou & Europa vinda da india, passando pelo Oriente
Médio, sendo subespontaneo em todo o Brasil (Ribeiro et al., 2007).

Planta herbacea anual, de polinizagdo cruzada, resultando em grande
numero de subespécies, variedades e formas. Muito ramificada, aromatica e
perfumada, atingindo cerca de 0,5 a 1m de altura. Possui haste reta com muitas
folnas carnosas, ovaladas, sem pélos e de cor verde brilhante, sendo muito
utilizadas na culinaria por serem saborosas e decorativas. Suas flores sao
brancas ou avermelhadas, formando espigas e seus frutos sdo aquénios (fruto
minuto, seco e indeiscente) (Embrapa, 2001).

Devido a suas propriedades como estimulante, expectorante e
carminativa € uma planta muito utilizada popularmente como medicinal, sendo
indicada para o tratamento de febre, infec¢des respiratorias, pneumonia, tosse,
diarréias, entre outras doencas. Em sua constituicido quimica apresenta: 6leos
essenciais (eugenol, estragol, linalol, lineol, alcanfor, cineol, pineno e timol),
taninos, saponinas, flavondides, acido cafeico e esculosideo (Embrapa, 2001). Foi
demonstrado que esta espécie pode ser rica em antocianinas e outras espécies
deste mesmo género, podem ser uma fonte potencial de antioxidantes (Phippen &
Simon, 1998).

O manjericdo é um exemplo de aproveitamento da variabilidade genética
de compostos secundarios, do qual existem mais de 40 tipos descritos, a maioria
comercializada nos Estados Unidos e Europa, com fins culinarios, ornamentais e

aromaticos (Simon et al.,1999). Contudo, uma das maiores dificuldades na
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utiizacdo de espécies da familia Lamiaceae para fins farmacéuticos é a
variabilidade individual, devido a heterogeneidade genética e bioquimica (Shetty,
1997; Vieira et al., 2001), além disso, o declinio no teor de principios ativos ou de
Oleos essenciais em plantas medicinais € comum quando estas sao cultivadas por
longos periodos e submetidas a varios cortes (Pereira et al., 1999).

Considerando-se tais limitagcdes, torna-se fundamental o desenvolvimento
de estratégias alternativas, que tenham como propodsito a produgcdo de mudas
homogéneas, gerando biomassa para estudos quimicos e farmacologicos, além
de servir para proteger o germoplasma existente. Neste contexto, diversas
estratégias biotecnoldgicas tém se constituido em novas ferramentas para a
producao de biomassa e metabdlitos de interesse medicinal, incluindo a cultura de
células e tecidos vegetais e, mais recentemente, a engenharia genética (Oksman-
Caldentey et al., 2004).

Dentre as técnicas de cultivo in vitro, a micropropagacédo e a
embriogénese somatica possibilitam a propagacédo clonal em larga escala de
gendotipos superiores quanto as qualidades agronémicas e composigao quimica. A
aplicagao dessas técnicas depende de fatores associados a indugao e ao controle
da morfogénese em suas duas rotas de regeneragdo: organogénese
(regeneracéao de brotos e raizes) e embriogénese. A organogénese in vitro ocorre
com a formagédo de gemas adventicias, que s&o assim denominadas por terem
origem em locais diferentes daqueles onde se formam no curso normal de
desenvolvimento da planta (Moura et al., 2001). Esta via de regeneracao pode ser
indireta ou direta, dependendo da formagao ou nao de calos, respectivamente.

O sucesso para qualquer via de regeneragao in vitro depende de varios
fatores, onde os fitorreguladores se destacam como os principais controladores
da morfogénese in vitro (Moura et al., 2001). O uso de reguladores vegetais
quando empregados no manejo da planta podem modificar seu comportamento,
alterando ndo s6 a produtividade desta, como o seu metabolismo secundario,
obtendo-se as vezes um aumento do teor de 6leo essencial (Shukla & Farooqi,
1990). As auxinas e as citocininas sao as classes de reguladores vegetais mais
utilizadas na cultura de tecidos. A formacéao de raiz, parte aérea e calo em cultura
de tecidos é regulada pela disponibilidade e interacdo dessas duas classes de

reguladores vegetais (Skoog & Miller, 1957).
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Alguns estudos in vitro tém sido conduzidos com o género Ocimum,
usando diferentes explantes, como segmento nodal (Ahuja, 1982), foliar (Phippen
& Simon, 2000) inflorescéncia jovem (Singh & Sehgal, 1999) e botdes axilares
(Begun, 2002).

Tendo em vista a crescente demanda da utilizagdo da técnica de
micropropagagao em plantas aromaticas e medicinais, bem como o fato do
grande interesse das industrias farmacéuticas pelo O. basilicum, ndo apenas
pelas propriedades medicinais desta planta, mas também pelo valor como planta
aromatica e produtora de 6leo essencial utilizado em perfumes, o que tem
necessitado produgcdo em larga escala desta planta, entdo objetivou-se no
presente trabalho a multiplicagdo in vitro de Ocimum basilicum L. via

organogénese.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas, do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia, em parceria com o Laboratério de Biotecnologia
da Faculdade Maria Milza (FAMAM), Cruz das Almas, Bahia.

Inducédo de Brotacdes Adventicias

Segmentos internodais de plantas de Ocimum basilicum L. cultivadas in
vitro, com comprimento aproximado de 1cm, foram utilizados como explantes. Os
segmentos foram introduzidos em placas de Petri (100 x 15 mm), contendo meio
de cultivo MT (Murashige & Tucker, 1969) acrescido de 25 g L™ de sacarose,
suplementado com BAP nas concentragdes: 0,0; 2,0 e 4,0 mg L' e solidificado
com fitagel (0,2%) com pH ajustado para 5.8 antes da autoclavagem a 127 °C por
20 minutos. O experimento foi conduzido em cémara de crescimento com
temperatura de 27 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas e 40 yM m? s™' de intensidade
luminosa. Apos trinta dias avaliou-se a porcentagem de explantes responsivos e o

numero de gemas por explante responsivo. O delineamento experimental utilizado
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foi o intereiramente casualizado com trés tratamentos e sete repeticdes, sendo
cada repeticdo costituida por uma Placa de Petri com cinco explantes cada.
Posteriormente, as brotacbes de O. basilicum L. (manjericdo) obtidas via
organogénese direta, foram introduzidos em meio MT fixando-se a concentragéo
de 2,0 mg L' de BAP, mantendo-se identificadas a origem da concentragdo

advinda, para multilicagdo das brotagdes in vitro, durante trinta dias.

Inducdo de Enraizamento dos Brotos

ApOs este periodo, brotos com altura 3,5 a 4,0 cm foram transferidos para
os seguintes meios visando o enraizamento: MT + 25 g L™ de sacarose + 0,2%
fitagel + 0,5 g L™ de carvao ativado acrescido de 0,0; 1,0, 2,0 e 3,0 mg L™ ANA. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro tratamentos
e cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um frasco com cinco
brotos. Os frascos contendo os brotos foram cultivados nas mesmas condicdes
anteriormente citadas durante sessenta dias. Apos este periodo avaliou-se: a)
porcentagem de enraizamento; b) comprimento da maior raiz (cm); ¢) peso da
matéria fresca (g) e d) peso da matéria seca (g). Os dados obtidos foram
analisados estatisticamente pelo programa SISVAR sendo as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a concentragdo 2,0 mg L™ de
BAP foi aquela que promoveu o maior percentual de explantes responsivos, cerca
de 82,85%, (Figura 1), embora nao diferindo significativamente da concentragéo
4,0 mg L. Em trabalho com hibrido de orquidea Brassavola flagerallis x Cattleya
harrisoniana, constatou-se que segmentos internodais sao recomendaveis para a
organogénese in vitro deste hibrido sem a adigdo do regulador vegetal BAP
(Nascimento, 2007). Em micropropagagcédo de Ocimum basilicum L. a partir de
cotilédones de sementes germinadas in vitro, obteve-se maior porcentagem de

explantes responsivos (66,7%) em meio MS com 5 mg L' BAP e 0,2 mg L™" ANA
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(Dode, 2003). Admite-se que estas diferentes expressdes morfogenéticas podem
ser reflexdes, da natureza e do grau de diferenciacao destes tecidos (Torres et al.,
1999). Além disso, a indugdo e expressdo das possiveis respostas
morfogenéticas em culturas de células, tecidos e orgaos in vitro, sdo dependentes
de fatores externos, quimicos e fisicos, como o meio de cultura, reguladores
vegetais além das condigdes de cultivo como temperatura e luminosidade e
também de fatores inerentes ao material vegetal, como os fatores hereditarios ou
genéticos e o estado fisioldgico da planta mée doadora do explante (Grattapaglia
& Machado 1998). Dos fatores externos pode-se destacar os meios de cultura,
que além de fornecer as substancias essenciais para o crescimento, também
controlam o padrao de desenvolvimento in vitro (Caldas et al.,1990),

Em trabalho com Maytenus ilicifolia (espinheira-santa), avaliou-se o efeito
do BAP e KIN na indugéo de regeneragao in vitro de segmentos nodais e apicais,
sendo que os melhores resultados quanto a porcentagem de regeneracao foi
obtido utilizando BAP independente do tipo de explante (Flores et al.,1998)

A suplementagcdo de auxina-citocinina € necessaria na regulagdo da
divisao celular, alongamento celular, diferenciagao celular e formagéao de 6rgaos
(Dodds & Roberts, 1999). Destaca-se a utilizagao dos reguladores de crescimento
como as citocininas, pois estas, sao indispensaveis a quebra da dominancia
apical, inducédo e proliferagdo de gemas axilares e proliferacdo de gemas
adventicias (Preece, 1995).

Neste trabalho, observou-se inicialmente um intumescimento das
extremidades dos explantes, onde ocorreu a formagdo de multiplas gemas
adventicias, a partir do décimo dia de cultivo in vitro, sendo a partir do vigésimo
dia de cultivo, observada a formacéao de brotagdes (Figura 2).

Semelhantemente, quanto ao numero médio de brotagdes por explante,
verificou-se que as concentragdes 2,0 e 4,0 mg L' foram aquelas que
apresentaram o melhor resultado, com médias de 7,71 e 4,57 respectivamente,
nao diferindo significativamente entre si (Figura 3). Trabalho realizado por Dodde
(2003) a partir de cotilédones de sementes de Ocimum basilicum L. germinadas in
vitro, verificou que a maior média de brotos por explante, com cerca de 3,46 foi
obtido quando se utilizou meio MS suplementado com 5 mg L™ BAP e 0,2 mg L™
ANA (Dodde, 2003).
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O numero de brotos obtidos neste trabalho é similar ao obtido por Rathore
et al., (1992) na multiplicagcédo in vitro de Maytenus emarginata, que utilizaram
meio MS acrescido de 0,1 mg L™ de AIA e 2,5 mg L™ de BAP e aos de Pereira et
al., (1995), que regeneraram plantas a partir de gemas axilares de M. ilicifolia no
meio MS suplementado com 3,0 mg L™ de BAP. Trabalho com regeneracéo in
vitro de Louro-Pardo (Cordia trichotoma), utilizando segmentos nodais, a maior
média de brotagdes (6,85), foi obtida com adicdo de BAP em uma concentragao
menor, cerca de 0,1 mg L' BAP em combinagdo com GA; (Mantovanni, 2001).
No entanto, este autor utilizou explantes que sdo mais totipotentes, uma vez que
apresentam células meristematicas. No presente trabalho, na indugdo de
manjericao in vitro, 7,71 brotos foram obtidos apdés trinta dias de cultivo em meio
MT com 2,0 mg L' de BAP. Estas brotagdes, assim como as brotagdes obtidas
nos outros tratamentos, foram transferidas para meio MT fixando-se a
concentracao de BAP que promoveu a melhor resposta organogenética (2,0 mg L
') durante trinta dias (Figura 4).

Posteriormente foi induzido o enraizamento das brotagdes in vitro, onde
avaliou-se a porcentagem de enraizamento. Observou-se que nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos utilizados (Figura 5), sendo que foi
obtido 100% de enraizamento para as concentragdées de 0,0 e 1,0 mg L' ANA.
Em trabalho com multiplicacdo in vitro de anador (Justicia pectoralis Jack),
concluiu-se que para o enraizamento das microplantas desta espécie, nao foi
necessario o adicionamento de auxina exdgena AIB (Vicente, 2008). Em Aloe
vera foi obtido 90 e 100% de enraizamento in vitro com brotos cultivados em meio
MS suplementado com 0,2 mg L' de AIB ou auséncia de reguladores,
respectivamente (Aggarwal & Barna, 2004). Em trabalho com diferentes
concentragcdes de ANA e AIB, observou-se que o AlIB induziu melhores resultados
de enraizamento em brotag¢des de louro-pardo, com meédia de 73% de brotagdes
enraizadas quando foi utilizado AIB combinado com carvéo ativado (Mantovani et
al., 2001). Estes mesmos autores relataram o excesso de calosidade obtido
quando utilizaram ANA, inibindo a multiplicacdo e o desenvolvimento das
brotacdes de louro-pardo. Resultados similares a agdo calogénica do ANA,
também foram observados em goiabeira serrana (Dal Vesco & Guerra, 1999).

As auxinas sdo um grupo de reguladores vegetais fundamentais na

indugao da divisao celular e diferenciacdo de raizes (Mantovani & Franco, 1998).
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A suplementagdo de auxinas ao meio de enraizamento é usual, entretanto, ha
espécies que enraizam com facilidade e ndo necessitam da presenca destes
reguladores, o que pode ser explicado pelo elevados niveis endogenos desses
fitohormdnios (Grattapaglia & Machado, 1998; Pinto & Lameira, 2001). A presenga
do carvao ativado no meio de cultivo, também favorece o enraizamento de
brotacdes in vitro. O carvdo ativado em concentracdes de 0,2 a 3% pode ser
utiizado para o enraizamento de diversas culturas (Pasqual et al., 2001).
Fisicamente, ele simula a condigdo de escuro, no qual as raizes normalmente se
desenvolvem melhor, quimicamente, retém substancias inibitérias do meio ou
produtos toxicos liberados pelos explantes além de compostos orgénicos como
auxinas e citocininas.

Com relagdo ao comprimento da maior raiz, peso da matéria seca e
fresca, também ndo foram observadas diferengcas significativas entre os
tratamentos utilizados (Tabela 1) e (Figura 7). Diferentemente deste trabalho, na
micropropagacgao da aroeira (Myracrodruon urundeuva), foram obtidas raizes de
até 17 mm de comprimento médio, quando utilizou 4,8 uM de ANA (Andrade et.
al, 2000). Na multiplicagédo in vitro de Ocimum gratissimum L., a partir de
explantes nodais, foi observado, maior numero de raizes em meio MS contendo
0,5 mg L" de BAP e 0,25 mg L™ AIA (Gopi et al., 2006). Aplicacdes de GAs em
Ocimum basilicum L., aumentaram a massa fresca das plantas e a massa seca,
sendo 100 ppm a melhor concentracéo (Shedeed et al., 1990).

A formacéao de raizes nas brotagdes de O. basilicum, quando cultivadas
em meio de cultura sem regulador vegetal, provavelmente ocorreu devido ao
acumulo de auxinas enddégenas em partes aéreas da planta (Figura 07). As partes
aéreas sao fontes de intensa producido de auxina que, ao ser translocada para a
base, estimularia a rizogénese (Coll et al., 1988). Assim, em algumas espécies,
pode ser dispensado o uso de auxinas no enraizamento, como foi observado em
Aloe vera (Silva et al.,, 2007), ou até mesmo ser dispensada a etapa do
enraizamento, como foi constatado em trabalho com micropropagac¢ao de babosa,
onde concluiu-se que nao houve necessidade da fase de enraizamento com o

adicionamento de auxinas para esta espécie. (Brito, 2007).
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CONCLUSOES

e A adigdo de BAP ao meio de cultura MT na concentragdo de 2,0 mg L™
influenciou positivamente, sendo fundamental para promover melhor
resposta organogénica.

e Para o enraizamento das microplantas de Ocimum basilicum L. ndo se faz
necessario o adicionamento de ANA como fonte de auxina exdgena ao
meio MT.
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Figura 1: Percentual de explantes responsivos em fungdo de concentragdes de BAP em
segmentos internodais de Ocimum basilicum L. in vitro aos trinta dias de cultivo.
Barras seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey 0.05).

Figura 2: Organogénese in vitro em Ocimum basilicum L. a partir de segmentos internodais. A-
Segmentos internodais de O. basilicum aos cinco dias de cultivo. B- Detalhe do inicio
da formagao das gemas com 10 dias de incubagéo. C- Broto de O. basilicum L. in vitro
aos vinte dias de cultivo.
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Figura 3: Numero de brotos por explante responsivo a partir de segmentos internodais de plantas
de Ocimum basilicum L., em fungéo de concentragbes de BAP aos trinta dias de cultivo.
Barras seguidas da mesma letra n&o diferem estatisticamente (Tukey 0.05).

Figura 4: Plantulas de Ocimum basilicum in vitro. (A) Brotos com quinze dias de cultivo. (B) Brotos
com trinta dias de cultivo.
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Figura 5: Enraizamento de Ocimum basilicum in vitro. A) 0,0 mg L™ ANA. B) 1,0 mg L. C)2,0mg
L™ ANA. D) 3,0 mg L™ ANA.

TABELA 1: Comprimento, matéria fresca e matéria seca de raizes de plantulas
de Ocimum basilicum, em funcao de diferentes concentracbes de

ANA.
Concentragdes de ANA CMR Matéria Fresca Matéria Seca
(mg L") (cm) (9) (9)
0 5.25a 1.25a 0.087a
1 5.00a 1.00a 0.1a
2 3.20a 1.20a 0.062a
3 3.20a 2.20a 0.116a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente (Tukey 0.05).
CMR — Comprimento da maior raiz (cm).

Figura 7: Raizes de microplantas de Ocimum basilicum L., em auséncia de regulador vegetal.
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Calogénese em Cissus sicyoides L. a partir de segmento foliar
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RESUMO: Os metabdlitos secundarios sdo essencialmente produzidos e
extraidos a partir de plantas cultivadas no campo sofrendo, portanto, a influéncia
de variagbes sazonais. A utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas apresenta-se
como um recurso alternativo para a produgdo de farmacos. Dentre essas
técnicas, destaca-se a cultura de tecidos sobretudo através da calogénese, uma
vez que o crescimento de calos é desejavel para induzir variagdo somaclonal e
estudos fisioldgicos, principalmente quando se deseja relacionar a presencga de
metabdlitos secundarios com o crescimento celular. Assim, o objetivo deste
trabalho foi estabelecer um protocolo de calogénese de Cissus sicyoides L., a
partir de segmentos foliares (tecido adulto). Para o estabelecimento in vitro, foram
utilizados como explantes, segmentos foliares retirados de planta adulta cultivada
em campo. Apds desinfestacdo, o material foi inoculado em meio MT + 1,0 mg L™
ANA e mantido em camara de crescimento tipo BOD, com temperatura e
luminosidade controladas. Apds 30 dias avaliou-se a porcentagem de explantes
sobreviventes e porcentagem de contaminac&o. Para o cultivo utilizou-se o meio
MT+ 1,0 mg L’ ANA, variando-se as concentragbes de BAP em: 2,0; 4,0; 6,0 e
12,0 mg L. No cultivo avaliou-se o nimero de calos compactos e fridveis. Para o
primeiro e segundo subcultivo o material foi introduzido em meio MT + 1,0 mg L™
ANA variando-se as mesmas concentra¢des de BAP, sendo avaliados o numero
de calos friaveis formados e a porcentagem de area coberta com calos. Foi obtido
ainda o numero de repeti¢gdes formadas no decorrer dos subcultivos e peso da
matéria fresca (g) e seca (g). Em seguida, fez-se os testes fitoquimicos para
identificacdo de alguns constituintes. Concluiu-se que o tempo e concentragéo de
hipoclorito de sddio utilizados, mostrou-se pouco eficientes para a desinfestagao.
Para a calogénese de Cissus sicyoides L. a partir de segmento foliar faz-se
necessario a adigdo de 6,0 mg L' de BAP ao meio de cultivo . Identificou-se a
presencga de heterosideos cardioténicos em calos de Cissus sicyoides L.

Palavras-Chaves: Metabdlitos secundarios; Explante; Cultivo.
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Callus in Cissus sicyoides L. from leaf segments

ABSTRACT: Callus in Cissus sicyoides L. from leaf. The secondary metabolites
are mainly produced and extracted from plants grown in the suffering, so the
influence of seasonal variations. The use of biotechnology techniques is presented
as an alternative use for the production of drugs. Among these techniques, there is
a culture of callus tissue mainly through, as the growth of callus is desirable to
induce somaclonal variation and physiological studies, especially when you want
to relate the presence of secondary metabolites with cell growth. The objective of
this work was to establish a protocol for Cissus sicyoides L. callus from leaf
segments (adult tissue). To establish in vitro, were used as explants, leaf
segments taken from adult plants grown in field. After disinfestation, the material
was inoculated into MT medium + 1.0 mg L' NAA and kept in BOD type of growth
chamber, with controlled temperature and luminosity. After 30 days it was
evaluated the percentage of surviving explants and percentage of contamination.
For the cultivation using the MT medium + 1.0 mg L NAA, is the varying
concentrations of BAP in: 2.0, 4.0, 6.0 and 12.0 mg L. In cultivation it was
evaluated the number of compact and friable callus. For the first and second
subculture the material was introduced into MT medium + 1.0 mg L™ NAA was the
same varying concentrations of BAP, and assessed the number of friable callus
formed and the percentage of area covered with calluses. It also obtained the
number of repeats formed during the subcultures and weight of fresh matter (g)
and dry (g). Then there was the phytochemical tests for identification of some
constituents. It was concluded that the time and concentration of sodium
hypochlorite used, proved to be inefficient for disinfestation. For the callus of
Cissus sicyoides L. from leaf segment it is necessary the addition of 6.0 mg L
BAP to the medium of culture. It was the presence of cardiac heterosides in callus
of Cissus sicyoides L.

Key words: Secondary metabolites; Explants; Cultivation.
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INTRODUCAO

O género Cissus é o maior da familia Vitaceae, com cerca de 350
especies distribuidas entre as Américas, a Asia e a Australia. Estudos realizados
com algumas espécies de Cissus tém revelado varias atividades farmacologicas,
dentre as quais destacam-se as atividades: antioxidante e antimicrobiana (Murthy
et al., 2003; Silva et al., 2007), inibidor da enzima acetilcolinesterase (Barbosa-
Filho et al., 2006), hipoglicemiante (Barbosa et al.,, 2002), na prevengao da
osteoporose (Shirwaikar et al., 2003), entre outras. Na composi¢do quimica de
Cissus sicyoides L., ha alcaldides, flavonoides (Moura, 1986; Albuquerque, 1989),
esteréides, saponinas, mucilagens, compostos fendlicos (Silva, 1995),
antocianinas (Toledo, 1983) e tem atividade farmacoldégica comprovada no
tratamento de convulsdo, doengas do coracgéo (Elizabetsky, 1988; Moura, 1986;
Costa, 1990) e controle de diabetes crénica (Pepato et al., 1998). O estudo da
propagacao de espécies utilizadas na medicina popular tem sido intensificado nos
ultimos anos, devido ao crescente investimento em pesquisas para a descoberta
de novos farmacos e da utilizagao da fitoterapia como um meio alternativo.

Os metabdlitos secundarios sdo essencialmente produzidos e extraidos a
partir de plantas cultivadas no campo sofrendo, portanto, a influéncia de variacées
sazonais, pragas, doencgas e condigcbes metereoldgicas (Viana et al., 2004).
Segundo estes autores, a utilizacdo de técnicas biotecnologicas apresenta-se
como um importante recurso alternativo para o cultivo das espécies, atuando
como fonte biolégica continua para a produgéo de farmacos.

Em plantas medicinais, a cultura de tecidos tem auxiliado na propagacao
clonal de diversos gendtipos, permitindo a conservagdo do germoplasma; a
obtencido de novas fontes de variabilidade através do cultivo de calos e células;
na engenharia genética e na otimizagdo da produgcdo de metabdlitos (Pletsch,
1998; Botta et al., 2001; Rao & Ravishankar, 2002; Arikat, 2004). O crescimento
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de calos é desejavel para induzir variagdo somaclonal e estudos fisioldgicos,
principalmente quando se deseja relacionar a presenga de metabdlitos
secundarios com o crescimento celular.

O metabolismo secundario manifesta-se em células e tecidos especificos
em determinados estagios de crescimento de plantas superiores e a expressao
desse metabolismo esta intimamente correlacionada com o crescimento e a
diferenciagdo morfologica de células (Cerqueira et al., 2002). Conforme estes
autores, varios fatores interferem na calogénese, tais com o tamanho do explante,
composicdo do meio de cultura, reguladores vegetais, 6rgao fornecedor do
explante, idade e época do ano em que o explante é colhido e gendtipo da planta
doadora.

Véarias espécies de plantas medicinais tém sido submetidas a
experimentos de indugao de calos utilizando reguladores vegetais (Lameira et al.,
1994; Becker, 1997; Abreu, 1998; Lameira, 1997; Kajiki, 1996). Geralmente,
concentragbes semelhantes de auxina e de citocinina no meio promovem a
formacdo de calos, mas isso varia em funcdo do balanco hormonal de cada
espécie. Tisserat (1985) mostrou que a produgdo de calos pode ser induzida
apenas pela adicdo de auxina, mas a adicao de citocinina pode aumentar a
proliferacdo do mesmo.

Calos podem ser multiplicados por sucessivas subculturas, mantidos in
vitro por longos periodos e sao de grande importdncia para estudos
morfogenéticos in vitro e através da suspensao de células para a obtencao de
produtos secundarios, incluindo farmacos, representando uma biotecnologia de
grande interesse cientifico e comercial. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estabelecer um protocolo de calogénese de Cissus sicyoides L. a partir de

segmentos foliares (tecido adulto).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos de
Plantas, do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia, em parceria com o Laboratério de Biotecnologia
da Faculdade Maria Milza (FAMAM).
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Desinfestacdo do material: Utilizou-se como explantes, segmentos foliares de
aproximadamente 1cm?, que foram excisados de plantas adultas, oriundas do
Municipio de Elisio Medrado, (12° 56' 45" S 39° 31' 19" W) — Bahia. As folhas
coletadas, foram lavadas em agua corrente e desinfestadas em solugao de alcool
etilico na concentragao de 70% durante 2 minutos, em seguida foram imersas em
solugdo de hipoclorito de sodio e agua na concentragdo de 2:1, durante 15
minutos em agitador magnético. O material vegetal foi lavado 3 vezes em camara

de fluxo laminar com agua estéril.

Estabelecimento in vitro: Os segmentos foliares, foram inoculadas em placas de
Petri contendo 20 mL meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969),
suplementado com 1,0 mg L™ ANA (4cido naftalenoacético), 25 g L' sacarose e
solidificado com fitagel (0,2%), totalizando 10 Placas de Petri contendo 5
explantes cada. O pH do meio de cultura foi ajustado a 5.8, anteriormente a
autoclavagem a 123° C por 20 minutos. O experimento foi conduzido em camara
de crescimento, com temperatura de 27 + 2° C e fotoperiodo de 16 horas e 40 uM
m? s de intensidade luminosa. Apés 30 dias avaliou-se a porcentagem de

explantes e a porcentagem de contaminagao.

Cultivo in vitro: Apoés a inducao de calos, procedeu-se o cultivo dos mesmos, em
meio MT + 1,0 mg L' ANA, variando-se as concentragdes de BAP (6-
benzilaminopurina) em: 2,0; 4,0; 6,0 e 12,0 mg L. O material foi cultivado nas
mesmas condigbes anteriormente citadas e decorridos 40 dias avaliou-se o

numero de calos compactos e friaveis obtidos.

Primeiro subcultivo: Os calos friaveis formados durante o cultivo, foram
utilizados como explantes para esta fase. Utilizou-se o meio MT + 1,0 mg L' ANA,
fixando as concentragdes de BAP (6-benzilaminopurina) em: 2,0; 4,0; 6,0 e 12,0
mg L™. O material foi cultivado nas mesmas condi¢des anteriormente citadas e
decorridos 40 dias avaliou-se: Numero de calos friaveis formados e a
porcentagem de area coberta com calos. Na avaliacdo da area de calo,
considerou-se que os explantes apresentavam 25, 50, 75 e 100% da area coberta

com calos, conforme Lameira et al. (1997).
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Segundo Subcultivo: Os calos friaveis formados durante o primeiro subcultivo,
foram utilizados como explantes para esta fase. Semelhantemente ao primeiro
subcultivo, utilizou-se o meio MT + 1,0 mg L™ ANA +2,0; 4,0; 6,0 e 12,0 mg L™ de
BAP. Decorridos 40 dias avaliou-se: Numero de calos friaveis formados e a
porcentagem de area com calos, considerando, 25, 50, 75 e 100% da area
coberta com calos.

Testes Fitoquimicos: Apds as avaliagbes do segundo subcultivo, fez-se as
avaliagdes referentes ao peso da matéria fresca (g), dos calos obtidos de cada
tratamento e posteriormente estes calos foram submetidos a secagem em estufa
na temperatura de 38° C, por 08 horas consecutivas, para obtengao do peso da
matéria seca (g). Em seguida os calos foram transferidos para erlenmeyers e
cobertos com acool etilico para o inicio do processo de maturagao (Figura 1).
Permaneceram os tratamentos dos subcultivos, ou seja, quatro tratamentos.
Durante trés dias, os calos permaneceram em maturacdo, para obtencdo do
extrato etandlico, sendo manualmente agitados duas vezes ao dia. Decorrido este
periodo o extrato etandlico foi filtrado para a realizagdo dos testes fitoquimicos

utilizando as seguintes metodologias:

Constituintes Analisados Metodologia Utilizada*
Alcaloides Reacédo de Dragendorf
Haterosideos Cardioténicos Reacédo de Liebermann-Burchard

(nucleo esteroidal)
Reacéao de Baljet e Reacao de Kedde
(Anel lacténico pentagonal)

Taninos Reacdo com FeCls
Saponinas Altura da espuma formada
Flavonodides Reacéo de Shinoda
Derivados Andracénicos Reacao de Borntrager
Cumarinas Fluorescéncia no UV

* Referéncia: SIMOES, C. M. O et al., 2004.
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Figura 1: Calos de Cissus sicyoides em periodo de maturagéo, durante trés dias.

Delineamento experimental

- Cultivo: Delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4
tratamentos e 4 repeticdes, sendo cada repeticao constituida por um frasco com
quatro calos. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente e submetidos

ao teste de Tukey.

- Primeiro subcultivo: Delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 4 tratamentos e 6 repeticbes, sendo cada repeticdo constituida por uma
placa de Petri com seis calos. Os dados obtidos foram analisados

estatisticamente e sbmetidos ao teste de Tukey.

- Segundo subcultivo: Delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 4 tratamentos e 5 repeticbes, sendo cada repeticdo constituida por uma
placa de Petri com seis calos. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente e sbmetidos ao teste de Tukey. Os resultados dos testes

fitoquimos foram demonstrados pela auséncia (-) ou presencga (+) de reagao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

- Estabelecimento in vitro de segmento foliar (tecido adulto) de Cissus sicyoides L.

O processo de desinfestagao utilizado mostrou-se pouco eficiente no
estabelecimento in vitro de segmentos foliares de Cissus sicyoides L. obtendo
elevada porcentagem de contaminacgao, cerca de 92%. (Tabela 1). Varios fatores
podem ter influenciado para o alto indice obtido, tais como a idade da planta
matriz doadora dos explantes, e o estado fisiolégico da mesma, as condigbes

ambientais como umidade relativa do ar, pluviosidade, etc.

TABELA 1: Porcentagem de contaminagéo no estabelecimento in vitro de segmento foliar a partir
de tecido adulto de Cissus sicyoides ap6s trinta dias de cultivo.

% Explantes % Explantes Contaminados Total de
Sobreviventes Explantes
Contaminagao | Contaminacédo | Contaminagao
Fungo Bactéria (F +B) Total
8 (%) (%) (%) 100
18 22 52 92

*F + B: Associagao entre fungo e bactéria no mesmo explante.

O periodo de coleta de explantes € o principal fator limitante para o
sucesso no estabelecimento in vitro, sendo na época chuvosa, maior a incidéncia
de microorganismos (Costa, et. al, 2007). Os trabalhos de cultivo in vitro, em sua
maioria, tém utilizado material juvenil como explante, em virtude do baixo nivel de
contaminagdo e de seu elevado potencial morfogenético (Barcel-Mufioz et al.,
1999). No estabelecimento de alecrim pimenta a partir de explantes (segmentos
nodais), extraidos de planta adulta em casa de vegetacdo, Costa et al., (2007),
concluiram que o aumento da concentracao e do tempo de imersao na solugao de
desinfestagéo, proporciona menor porcentagem de contaminagao.

Em geral, a indugao de calos em C. sicyoides L. ocorreu entre a segunda
e a terceira semana de inoculagao (Figura 2B), iniciando o processo na borda dos

discos.
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FIGURA 2 — Estabelecimento in vitro de segmento foliar a partir de tecido adulto de Cissus
sicyoides L. A - Segmentos foliares in vitro no primeiro dia de cultivo. B- inicio da
formagéao de calo, aos quinze dias de cultivo. C - Margem do explante coberta por
calo aos trinta dias de cultivo.

- Cultivo de calos de Cissus sicyoides L. in vitro.

Observou-se que de maneira geral, foram obtidos calos que
apresentaram consisténcia predominantemente compacta (Figura 3A) e friavel
(Figura 3 B), com coloracéo variando entre verde e amarelo. A concentracéo de
4,0 mg L™ de BAP, promoveu o maior ntiimero de calos compactos, média de 3,80
embora nao diferindo significativamente das concentracdes 2,0 € 6,0 mg L™, com
médias de 3,0 e 2,4 calos compactos, respectivamente. O maior nimero de calos
friaveis foi obtido utilizando-se 12,0 mg L' BAP, sendo que n3o houve diferenga
significativa desta concentragdo em relagdo as concentragdes 2,0 e 6,0 mg L' de
BAP (Tabela 2).

Vieira et al. (1995) trabalhando com a indugéo e caracterizagao de calos
em Gomphrena macrocephala, obtiveram calos compactos em segmentos nodais
cultivados em meio MS suplementado com 2,7 uM de ANA e 4,4 uM de BAP.
Maior proliferagao de calos fridveis foi obtida cultivando-se segmentos nodais de
Paffia tuberosa, com 1 mM de BAP e 10 mM de 2,4-D em meio MS (Flores et al.,
2006).
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FIGURA 3 - Calos de Cissus sicyoides L. in vitro aos quarenta dias de cultivo. A — Calos
compactos. B — Calo friavel.

As auxinas sao muito utilizadas para promover o crescimento de calos,
porém as citocininas também desempenham um papel importante na calogénese.
Conforme Remotti & Loffler (1995), além do tipo e concentragdo de auxina, a
consisténcia dos calos também ¢é influenciada por outros fatores, como a
concentragdo de citocinina, tipo de explante e, sobretudo, pelo gendétipo. Todos
estes fatores devem ser levados em consideragdo durante a otimizacdo de

protocolos que tenham como propdsito a produgao de calos friaveis.

TABELA 2 — Calogénese de Cissus sicyoides L. Numero de calos compactos e friaveis obtidos em
fungéo de diferentes concentragdes de BAP.

Concentracbes de BAP Calos Compactos Calos Friaveis
mg L™
2 3,00 ab* 1,00 ab
4 3,80 a 0,20 b
6 2,40 ab 1,60 ab
12 1,60 b 2,40 a
Média 2,70 1,30

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente (Tukey 0,05).

- Primeiro subcultivo de calos de Cissus sicyoides L.

Conforme a Figura 4 observou-se que o numero de calos friaveis diminuiu

com o aumento da concentragao da citocinina, sendo na concentragéo 2,0 mg L
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BAP obtido o maior niumero de calos, cerca de 5,83 embora nao diferindo
significativamente das concentragées 4,0 e 6,0 mg L™, com médias de 5,33 e 4,66
respectivamente. De maneira contraria ao cultivo, no subcultivo dos calos de C.
sicyoides, verificou-se que a concentracdo de 12,0 mg L' promoveu menor
formacao de calos (Figura 5).

Em copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.), Azevedo (2003) somente
obteve calogénese utilizando 2,0 mg L™ de 2,4-D + 1,0 mg L' de BAP em meio
MS na presencga de luz. O balango hormonal obtido entre os niveis de citocininas
e auxinas, exégenas e endogenas do calo, podem tanto estimular a proliferagéo
celular como exercer um efeito antagdnico, reduzindo a multiplicagdo dos
mesmos. Andrade et al. (2006), verificaram que o aumento do numero de
brotacdes de Eucalyptus grandis foi inversamente proporcional ao aumento da

dosagem e do tempo de exposigao ao BAP.

y =-0,3218x + 6,5507
6 R?=0,9978

N° Calos Friaveis
D
|

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracdes de BAP (mg L'l)

FIGURA 4: Numero de calos friaveis obtidos a partir do primeiro subcultivo de calos de Cissus
sicyoides L. em fungéo diferentes concentracdes de BAP.

Nogueira et al. (2007), concluiram que ndo houve efeito positivo da
utilizacdo de BAP ou TDZ em interagdo com 2,4-D na calogénese em explantes
foliares de murici-pequeno, uma planta utilizada como medicinal. Assim como nos
trabalhos descritos por: Abreu (1998), Bonilla (2002), Conceigéo (2000), Paiva-
Neto (1996), Santos, B. (2001), Santos, C. (2001) e Soares (2003) trabalhando
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com segmentos foliares de Inga vera Willd subsp. affinis (DC.) T.D. Penn., Cissus
sicyoides Linn., Coffea arabica Linn., Derris urucu (Killip & Smith) Macbr., Rudgea

viburnoides (Cham.) Benth. e Chlorophora tinctoria Gaudich., respectivamente.

FIGURA 5: Primeiro subcultivo em calos de Cissus sicyoides L., a partir de segmento foliar aos
quarenta dias de cultivo. A-Tratamento 2,0 mg L " BAP. B — Tratamento 4,0 mg L !
BAP. C — Tratamento 6,0 mg L ~' BAP. D - Tratamento 12,0 mg L "' BAP, todos os
tratamentos combinados com 1,0 mg L T ANA.

As diferengas observadas na proliferagdo dos calos ocorrem porque 0s
explantes podem variar em sua sensibilidade para os fitoreguladores e/ou devido
a diferengas no teor endégeno de hormdnios (Karp,1995).

Conforme a Figura 6, na avaliagéo da area de calo, considerou-se que os
explantes apresentavam 25, 50, 75 e 100% da area coberta com calos, segundo
Lameira et al., (1997) (Tabela 3).

FIGURA 6 - Porcentagem de cobertura de calo friavel em Cissus sicyoides L. a partir do primeiro
subcultivo.
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TABELA 3 - Efeito de concentracbes de BAP no numero de explantes com diferentes
porcentagens de cobertura de calo.

Concentragbes de BAP % Cobertura de Calo
mg L’
25 50 75 100

2 2,50aA 1,33aA 1,33aA 0,66aA
4

4,16aA 0,83aB 1,66aB 0,16aB
6

3,33aA 0,33aB 0,16aB 1,00aB
12

2,16aA 0,33aB 0,16aB 0,16aB

*Médias seguidas da mesma letra minUscula na vertical e mailscula da horizontal ndo diferem
significativamente (Tukey 0,05).

Entre os tratamentos utilizados, observou-se que nao houve diferenca
significativa para o numero de explantes com diferentes porcentagens de
cobertura com calo. Entretanto, a concentragdo de 6,0 mg L' BAP, foi aquela com
o0 maior numero de explantes com 100% de cobertura de calo. No entanto, dentro
de uma mesma concentragdo de BAP, verificou-se diferencas significativas,
destacando-se as concentragdes de 4,0 e 6,0 mg L™ de BAP, com maior niimero
de explantes com 25% de cobertura de calo.

Cerqueira (1999) trabalhando na indugéo de calos em segmentos foliares
de erva-de-touro (Tridax procumbens), obteve o melhor resultado quando se
adicionou ao meio MS 2,0 mg L™ de ANA + 2,0 mg L™ de BAP, resultando em
100% de area coberta com calos. A maioria dos tratamentos formaram calos
friaveis, excetuando-se o tratamento com 12,0 mg L de BAP, que formou calos
de consisténcia um pouco compacta. Notou-se também que a medida que foi
aumentada a concentragao de BAP, alguns calos mostraram inicio de necrose,
sugerindo toxidez. Os calos formados no subcultivo de C. sicyoides L.
apresentaram coloragdo variando entre amarelo e albino. Naseem & Jha (1994),
trabalhando com Cleome viscosa, usando ANA e BAP na concentracdo 2mg L™,

observaram calos de coloragao verde-escura, nessa especie medicinal.



48

- Segundo subcultivo de calos de Cissus sicyoides L.

A partir do segundo subcultivo todas as concentra¢gdes de BAP formaram
calos friaveis (Figura 7), nao diferindo significativamente entre si. Com relacéo a
area coberta por calos (Figura 8), observou-se que quando se adicionou ao meio
a concentracdo de 6,0 mg L™ de BAP, resultou em maior nimero de calos com
100% de area coberta, sendo diferente significativamente das demais
concentracdes (Tabela 4).

Segundo Santos (1998), elevadas concentragdes de citocinina parecem
interagir com a quantidade de auxina endoégena do explante, o que leva a
formagao de calos. A textura e morfologia do calo, manipulada pelas variagdes
nos constituintes do meio nutritivo, produz calos macios, friaveis e umidos, em
meio de alta concentracdo de auxina e baixa de citocinina e se a relagédo é
inversa, produz calos de tecido compacto seco e com células pequenas
(Gamborg, 1982) (George, 1996). Cordeiro et al., (2004), observaram baixa
freqUéncia de calos em Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke (parica) no
meio de cultura sem regulador vegetal, porém observaram que a medida que se
aumentou a concentracdo do regulador BAP, ocorreu maior incidéncia de calos

enddgenos. Segundo estes autores, isto aconteceu, provavelmente, devido ao

desbalanceamento nos niveis enddgenos de fitormdnios nos explantes.

FIGURA 7: Segundo subcultivo em calos de Cissus sicyoides L a partir de segmento foliar aos
quarenta dias de cultivo. A - Tratamento 20mgL~ BAP B — Tratamento 4 0 mg L
de BAP. C — Tratamento 6,0 mg L ~ ' de BAP. D Tratamento 12,0 mg L ~ ' de BAP,
todos os tratamentos combinados com 1,0 mg L " de ANA.
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FIGURA 8 - Porcentagem de cobertura de calo friavel em Cissus sicyoides L., a partir do segundo

subcultivo.

TABELA 4 - Efeito de concentragbes de BAP na porcentagem da area do explante coberta por
calos segmentos foliares de C. sicyoides, L., apds 40 dias do subcultivo in vitro.

Concentracoes de BAP % Cobertura de Calo
mg L™ 25 50 75 100
2 0,20bB | 1,80bAB | 2,60bA 1,40bAB
4 0,40bB | 1,60bAB | 2,80bA 1,20bAB
6 0,20bB 0,80bB 0,80bB 4,20aA
12 0,80bB 1,80bB 2,60bB 0,80bB

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical e mailscula da horizontal ndo diferem

significativamente (Tukey 0,05).

O numero de repeticbes formadas por tratamento variou ao longo dos

subcultivos. Para analise estatistica, considerou-se para cada subcultivo, o menor

numero de repeticbes formadas. No entanto, o niumero de repeticbes formadas

por tratamento no decorrer dos subcultivos foi considerada uma variavel, sendo

analisada separadamente (Figura 9).
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FIGURA 9 — Numero de repeticbes formadas na calogénese de Cissus sicyoides L. in
vitro.

Considerando o peso da matéria fresca dos calos, verificou-se que as
concentracdes de BAP utilizadas nao diferiram entre si. Com relagado ao peso da
matéria seca, observou-se que na concentragdo de 6,0 mg L™ BAP foi obtido o
maior peso de matéria seca de calos de C. sisyoides L., embora nao diferindo
significativamente das concentracdes de 2,0 e 4,0 mg L™ BAP (Figura 10). Para
Cerqueira et al., (2002) o melhor resultado para o peso da matéria fresca dos
calos formados em segmentos foliares de Tridax procumbens, foi obtido com ANA
na concentragdo de 2,0 mg L' + 2,0 mg L' de BAP e os maiores pesos de
matéria seca foram obtidos com 1,0 mg L™ de AIB e também por 2,0 mg L™ de
ANA e de AIB.
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FIGURA 10 — Peso de matéria seca dos calos formados a partir de segmentos foliares de Cissus
sicyoides L. em fungao de concentragdes de BAP. Barras seguidas da mesma letra
nas barras nao diferem significativamente (Tukey 0,05).

- Testes Fitoquimicos

Dentre os constituintes analisados verificou-se apenas a presenca de
heterosideos cardiotdnicos em calos de Cissus sicyoides L., em todos os
tratamentos utilizados, sendo posteriormente evidenciada a presenga desses
metabdlitos, mediante a triagem fitoquimica.

Alguns esterdides presentes na natureza caracterizam-se pela grande
especificidade pelo miocardio e pela poderosa agao que exercem sobre este.
Esses esterdides ocorrem como glicosideos com agucares ligados na posigao 3
do nucleo esteroidal (Simdes et al., 2004). Conforme estes autores, devido a agéo
sobre o miocardio, chamam-se glicosideos ou heterosideos cardiotdnicos.
Segundo Bruneton (1993), as folhas das espécies do género Digitalis contém
numerosos compostos como flavondides, antraquinonas, saponosideos, digitanol-
heterosideos e heterosideos cardiotdnicos. Os principais heterosideos
encontrados em Digitalis purpurea L. e Digitalis lanata Ehrh., sdo a digitoxina,
digoxina, gitoxina e gitaloxina (Hollman, 1985; Gaignault e Bidet, 1988).
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Alguns metabdlitos ja foram identificados em Cissus sicyoides L., tais
como: Alcal6ides e flavondides (Moura, 1986; Albuquerque,1989) além de
saponinas, mucilagens, compostos fendlicos (Silva, 1995) e antocianinas (Toledo,
1983).

Moraes (2007), trabalhando com Tournefortia paniculata, uma planta
utilizada na medicina popular como diurética e anti-inflamatéria, na avaliagado
quantitativa e qualitativa de metabdlitos secundarios desta espécie, identificou a
presenca de heterosideos cardiotdnicos em folhas desta espécie, apenas nos
meses de Novembro e Janeiro. O meio ambiente e epdca do ano exercem grande
influéncia sobre a producdo e o acumulo dos metabdlitos vegetais, (Alves &
Pavani, 1991).

E importante salientar a dificuldade para comparar o teor de um
determinado metabdlito produzido a partir de células e/ou tecidos in vitro com
teores produzidos nos tecidos de plantas completas. Conforme Mantell (1994) e
Pletsch (1998), a produtividade de metabdlitos in vitro pode ser inferior ou
superior quando comparada a plantas inteiras. Calos de Gomphrena globosa
(Amaranthaceae) possuem potencial para a produgao de varios metabdlitos in
vitro, inclusive compostos ndo observados na planta mae, (Andre et al., 2003). E
possivel que a expressao diferencial de genes seja responsavel por esta variagao
de respostas. Kusakari et al. (2000) complementaram que nao foram encontradas
saponinas em calos de Bupleurum falcatum, mas sim nas raizes adventicias
formadas nos calos, o que sugere que a diferenciagao celular foi necessaria para
a biossintese desses compostos.

Os heterosideos cardiotbnicos sao recomendados para o tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), geralmente em associagao a diuréticos,
na profilaxia e tratamentos de algumas arritmias como fibrilagao atrial, taquicardia
atrial e ainda empregado no tratamento de choque cardiogénico, especialmente
quando é acompanhado de edema pulmonar (Fuchs e Wannmacher, 1992;
Johnson e Lalonde, 1992; Kelly e Smith, 1996).

Para a espécie em questao, faz-se necessario a realizagcdo de estudos
mais aprofundados, visto que, até o presente momento ndo foram encontrados
relatos na literatura sobre a presenca de heterosideos cardiotonicos em plantas
de Cissus sicyoides L. Conclui-se que, para a calogénese de Cissus sicyoides L.,

a partir de segmento foliar faz-se necessario a adicdo de 6,0 mg L™ de BAP ao
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meio de cultura e realizando-se dois subcultivos, apds o cultivo in vitro.
Identificou-se a presenca de heterosideos cardiotdbnicos em calos de Cissus
sicyoides L.
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CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de cultivo in vitro adotadas neste estudo contribuiram para a
producdo de microplantas de manjericio com qualidade, assim como o
estabelecimento de um protocolo de calogénese em insulina vegetal a partir de
segmento foliar (tecido adulto).

Baseado nestas observagdes, verificou-se que a multiplicacdo de
manjericdo (Ocimum basilicum L.), pode ser obtida via organogénese direta,
utilizando segmentos internodais de plantas in vitro como explante, inoculados em
meio MT + 2,0 mg L' BAP, sendo apds a obtencdo de brotagdes induzida a fase
do enraizamento em meio MT apenas com a utilizagdo de 0,5 mg L™ de carvao
ativado.

O protocolo de calogenése de insulina pode ser obtido utilizando
segmento foliar (tecido adulto), como explante, inoculados em meio MT + 1,0 mg
L™ de ANA para o estabelecimento, seguido do cultivo em meio MT + 1,0 mg L™
de ANA + 6,0 mg L de BAP e posteriormente dois subcultivos no mesmo meio e
concentracdes de ANA e BAP, anteriormente citadas.

Os calos de insulina (Cissus sicyoides L.) cultivados in vitro forneceram
subsidios para estudos fitoquimicos, sobretudo de metabdlitos ainda néo
registrados na literatura nesta espécie, uma vez que foram identificados a
presenca de heterosideos cardiotdbnicos nos mesmos.

Estudos posteriores deverdo ser conduzidos no sentido de qualificar e
também quantificar estes metabdlitos, uma vez que sdo de grande importancia

econdmica e farmacologica.



