ORQUIDEAS E PIMENTAS EM PERSPECTIVA: ... DA GERMINACAO
IN VITRO AOS BIORREATORES

Dra. Monica Rosa Bertao?!

Plantas como as orquideas do género Cattleya (Orchidaceae) e as pimentas e pimentdes do
género Capsicum (Solanaceae) tém sido foco de inUmeras pesquisas em diferentes areas do
conhecimento, seja devido a sua beleza, seu potencial biotecnolédgico, seu beneficio nutricional e,
principalmente, pela sua importancia no agronegdécio brasileiro e mundial.

O Brasil é detentor de uma grande diversidade de espécies nativas de orquideas, algumas
amplamente exploradas no cultivo comercial, enquanto outras se encontram em risco de extingdo. Em
se tratando de espécies endémicas do género Cattleya, sdo 95 espécies distribuidas no territdrio
nacional, sendo 14 somente no Estado de Sdo Paulo. O interesse dos orquidicultores por tais espécies
estd na beleza, forma, tamanho e durabilidade das flores, em seus aromas. E na pesquisa cientifica
outras particularidades tém sido objeto de avaliagdo, como os conflitos taxondémicos, as divergéncias
citogenéticas e moleculares e o potencial biotecnologico para producdo de mudas, com especial
atencédo para estudos de germinag&o assimbiotica e micropropagagéo.

Pesquisas desenvolvidas no
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Laboratério de Biotecnologia Vegetal

;a Orquideas Caracterizagao Cn9gt_metlco-Mo!ecular:
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(LabVeg), vinculado ao Departamento

de Biotecnologia da Faculdade de
Ciéncias e Letras da Unesp, Campus de
Assis, vem explorando espécies de
Cattleya e outras, em diferentes
vertentes.  Quanto ao conhecimento
relativo a citogenética da familia
Orchidaceae, que tem contribuido para o
entendimento das relacoes filogenéticas
em todos os niveis taxondmicos em
varios géneros, foi confirmado o nimero cromossémico de Cattleya walkeriana, C. nobilior e C.
mesquitae como 2n = 40 cromossomos, através da aplicacdo do Método de Feulgen. O mesmo método
tem sido utilizado para elucidar conflitos taxondmicos envolvendo Cattleya guttata, C. tigrina e C.

leopoldii, j& que muitos taxonomistas consideram C. tigrina e C. leopoldii como sindnimos de C. guttata.
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Objetivando elucidar relagGes
filogenéticas entre as  espécies,
ferramentas moleculares como
marcadores ISSR foram usados para
determinar relagdes entre C. guttata, C.
tigrina e C. leopoldii. A analise do
padrdo total de bandas demonstrou
elevada taxa de polimorfismo (96,9%)
para as espécies e evidenciou que C.
guttata e C. leopoldii sdo espécies mais
relacionadas do ponto de vista
molecular e mais distantes de C.

tigrina.
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Caracterizagdo Citogenético-Molecular:

;q orQUideas Extragdo de DNA (CTAB)

Marcadores Moleculares: ISSR

Moraes, M. C., Bertdo, M. R., Loose, P. V., dos Santos Cordeiro, A. F., &
Palmieri, D. A. (2014). Molecular Study on Endemic Cattleya Species from
Brazilian Flora. American International Journal of Biology, 77-84.
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Flores de (A) Cattleya tigrina; (B) Cattleya Indicios de 2n = 40
leopoldii, (C) Cattleya guttata. SOMasIomas

Marcadores ISSR - (Internal Simple Sequence Repeat)
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A padronizacdo de métodos de extragdo de DNA, visando seu uso com marcadores ISSR,

também ja foi obtida para C. mesquitae, C. nobilior, C. nobilior var. amaliae, C. walkeriana e C.

walkeriana var. princeps.
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Otimizagdo das etapas de extragdo de DNA de espécies de Cattleya
Rodrigues, F. G.; Bertdo. M. R.
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(1) C. mesquitae, (2) C. nobilior, (3) C. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, (L)
nobilior var. amaliae, (4) C Marcador Lambda, (M) C. mesquitae,
walkeriana e (S) C. walkeriana var. (N) C. nobilior, (NA) C. nobilior var.
princeps. amaliae, (W) C. walkeriana e (WP) C.

walkerianavar. princeps.
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Ci ico-Molecul
Marcadores Moleculares: ISSR

Anidlise de ferramentas moleculares para o estudo de espécies no
género Cattleya (Orchidaceae). Rodrigues, F. G.; Bertdo, M. R.;
Palmieri, D. A.; Moraes, M. C. 2015.

Figura 2. Géis resultantes das reagdes de a preg: os

de amplificagao 1 (a) e 2 (b), onde: (N) C. nobilior, (W) C. walkeriana Gardner e (M)
C. mesquitae em cada primer, (L) Marcador Ladder; (N1, W1 e M1) primer 7; (N2,
W2 e M2) primer 814; (N3, W3 e M3) primer 843; (N4, W4 e M4) primer MAO e (N5,
WS e MS5) primer 844.

O aspecto mais importante considerado para 0s estudos com as orquideas no LabVeg tem sido

seu potencial para o cultivo in vitro. E, neste contexto, exploramos diferentes aspectos, desde

mecanismos relacionados ao processo de germinagdo in vitro até parametros envolvidos no

estabelecimento de biorreatores visando a micropropagacao de espécies de interesse.



Sabendo-se que a polinizagao
das orquideas na natureza é limitada,
com baixa probabilidade de germinagéo
das sementes, diferentes protocolos de
cultivo in  vitro vem  sendo
desenvolvidos, utilizando formulactes
variadas de meios de cultivo, mais
adequados e adaptados a germinacao de
sementes e ao crescimento das diferentes
espécies, resultando em  maiores

percentuais de  germinagdo, em
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Cultivo in vitro: Germinagdo / Avaliagdo de meios de cultivo
em Cattleya mesquitae

Semeadura
(1.500 sementes/frasco
x 15 frascos)
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comparacdo com condigBes naturais. A prioridade do LabVeg é a avaliacdo do uso potencial de meios

convencionais simplificados para a germinagdo in vitro e meios suplementados com fertilizantes

comerciais (Kristalon™ laranja, Biofert® Plus Universal, Hyponex®, JR Peters Inc. Blossom Booster)

e/ou meios com aditivos organicos (polpa de banana, batata, extrato pirolenhoso) para o desenvolvimento

das plantulas.

Espécie [ Teste Tetrazélio
Orquideas ¢ icin '

C. forbesii

C. intermedia
C. leopoldii
|C. guttata
|C. violaceae
|C walkiriana
C. walk. alba

Negativo

Cattleya

I Colbmcéo dos Embrides

Meios de cultura suplementados com
fertilizantes  comerciais tém  sido
efetivos para a germinacdo e

crescimento de plantas das espécies

C. nobilior Positivo

sementes e Germinagéao in vitro em
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O LabVeg vem utilizando estratégias
empreendedoras no desenvolvimento de
ferramentas inovadoras com potencial para
geragdo de novos produtos Ou Processos,
como o estabelecimento de um biorreator
para micropropagacdo de espécies de
Cattleya de importancia para o agronegdcio

local, como C. nobilior, uma espécie muito

C. nobilior nos meios MS, B&G, Hyponex e Kristalon

% Orquideas

micropropagagio de

Cattleya mesquitae, C. nobilior,
Guarianthe  bowringiana (Cattleya
bowringiana). Os resultados indicam
que tais espécies apresentam exigéncia
) nutricional relativamente baixa para
germinacgéo e desenvolvimento in vitro,
ndo sendo necessario o uso de meios de

alta complexidade nutricional.

Cultivo in vitro: Micropropagacao via
Biorreator de Imersdo Temporaria em
Cattleya nobilior

4= Bomba de ar

Biorreator de Imersao ”

Temporaria #  Valvula Solendide
Automatizado para

Cattleya nobilior 4= Filtro de ar
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Frasco de Reservatério Frasco de Reservatério
cultura com meio de cultura com meio de



admirada, que apresenta porte pequeno e flores grandes com variagdes de cores incriveis e raras, o que a
torna uma espécie de valor elevado conforme a qualidade e variedade da planta.

Outro grupo de plantas tem sido avaliados no LabVeg, as pimentas e pimentdes pertencentes
ao género Capsicum. O Brasil é o principal centro de origem e domesticacdo de espécies cultivadas e
silvestre de Capsicum e neste género observamos cerca de 36 espécies, das quais cinco sdo
amplamente cultivadas pelo homem desde os primérdios da Agricultura. Atualmente, indmeras
variedades morfologicamente distintas das espécies cultivadas (Capsicum annuum L., C. baccatum L.,
C. chinense Jacquin., C. frutescens L. e C. pubescens Ruiz & Pavon) podem ser encontradas em
mercados e feiras livres, abastecendo a agroindUstria mundial, sustentando a agricultura familiar e
criando perspectivas no crescimento da area cultivada e no consumo para 0os mercados interno e
externo, seja na forma in natura ou processada (condimentos, conservas, temperos).

O que atrai a atencéo de pesquisadores de todo o mundo para as espécies de Capsicum é o fato
de que as mesmas constituirem uma rica fonte de compostos bioativos, com destaque para 0s
compostos fenolicos (&cidos fenolicos e flavonoides), carotenoides envolvidos na pigmentagdo dos
frutos (capsantina, B-criptoxantina,), capsaicinoides (capsaicina, dihidrocapsaicina, p.ex.), alguns dos
quais responsaveis pela ardéncia (pungéncia) e vitaminas dos complexos C, E, A (B-caroteno e
provitamina A) e B (B2-riboflavina, B3-niacina, B6). Tais compostos vém sendo extensivamente
explorados quanto as suas propriedades funcionais como antioxidantes, anticancerigenos, anti-
inflamatérios, antialérgicos, antimutagénicos, hormonais, anti-hemorragicos, antivirais ou
antibacterianos e assim empregados na conservacdo de alimentos ou como agentes no controle de
processos complexos como neuropatia diabética, osteoartrite, psoriase e obesidade, entre outras
enfermidades que afligem o homem.

Os “Capsicums” apresentam outras particularidades importantes, seja em termos das relaces
de parentesco entre as espécies, na evolucdo de seus cariotipos, na sua ampla variabilidade genética.
Recursos genéticos de Capsicum tém sido identificados, caracterizados, avaliados, conservados e
explorados em programas de melhoramento visando a promocdo do desenvolvimento agricola
sustentavel e na produgdo alimenticia.

Considerando este panorama, 0
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Caritipos de Copsicum baccatum (a)  C. proetermissum (b).

envolvem  desde  pesquisas de |

&
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)

até projetos de germinagdo e cultivo de

Caridtipos de acessos de
(a @ b) Capsicum baccatum L.

(€) Copsicum chinense Jacq.
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células in vitro.

Variedades cultivadas e semi-

cultivadas de Capsicum consumidas por
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Caracterizacao Citogenético-Molecular:

Possiveis modificages cariotipicas:
+ aumento da quantidade de




para verificagdo da ocorréncia de polimorfismos cromossémicos intra e interespecificos que podem auxiliar

na elucidacéo de questdes referentes a evolucéo cariotipica do género.

Marcadores moleculares RAPD
tem permitido a caracterizacdo da
variabilidade genética em Capsicum
acessos de

annuum, C. chinense,

provavel origem hibrida e outras

especies.  Niveis  expressivos  de

polimorfismo entre os acessos foram
demonstrados, comprovando a grande
existente  nas

diversidade genética

“ Capsicum

6

espécies cultivadas e, complementando ‘

tais analises, marcadores moleculares

ISSR tém sido ensaiados.

Capsicum

Moleculares: RAPD/ ISSR

Caracterizagao Citogenético-Molecular:
Extracdo de DNA (CTAB) > Marcadores
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erda para direita:
6102, GLOS, GLO6, GLO7, GLOS e GLOS.

Compostos Bioativos: Compostos
Fendlicos, Flavonéides, Capsaicindides
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Espécies semi-cultivadas como
C. praetermissum tem mostrado maior
atividade antioxidante total, maiores
concentracdes de compostos fendlicos e
flavonodides e niveis mais elevados de
capsaicina e dihidrocapsaicina em
comparagéo a C. annuum, C. frutescens,
C. baccatum e C. chinense. Os extratos

de C. praetermissum e C. baccatum

& (8%

apresentaram baixo potencial citotoxico ‘

Capsicum

Atividade Antioxidante,
Citotoxicidade/Genotoxicidade

Qs 2 RAPD com Priees 2.

03 6. RAPD com Primer 11
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Figra 7. RAPO com Primer 12

] CCCCGCTAAC is
TGACCCGECT | 0%

il TTCCCCCCAG L 90 =
TOTOROGONSE [y Distincia genética (via RAPD) entre C. chinonse (B, HMV. OSB)
C. onnuuem (POVF. PFV) e C. annuum X C. chinenss (PON)

Extratos de frutos maduros dos
materiais caracterizados quanto ao
nimero e morfologia cromossémica e
marcadores moleculares vém sendo
avaliados niveis de

guanto aos

compostos bioativos como fendis,
flavonoides e capsaicinoides e a sua
atividade antioxidante e aqueles com
atividade expressiva explorados quanto
a sua

competéncia para 0

desenvolvimento in vitro.

Bertdo MR, Moraes MC, Palmieri DA, Pereira Si L, Goncalves RM. 2016.
G and Activity of Extracts from
Capsicum spp. Res J Med Plants. 10:265-275.

Tabela 1 - Identificatico dos gendtipos de Capsicum spp.
Espécies Nome popular
Capsicum annuum
Capsicum baccatum

Cor do fruto no estégio maduro
Vermeiho Escuro
Verde claro

Pimenta Omamental
Pimenta Lemon Drop Hot

Capsicum chinense Pimenta Bodinho Vermeiho
Capsicum frutescens Pimenta Tabasco Vermeiho
Capsicum praetermissum Pimenta Cumari Verdadeira Vermeino

Extensiva variabilidade no conteido de g
fendis totais, flavondides e
capsaicindides

Relagdo direta entre o contetido de
bi o atiuidad

Capsicum praetermissum
« conteldo significativo de
biocompostos

+ Niveis de e g
reduzidos

+ Perspectiva do uso dessa espécie
como fonte de biocompostos
E como

P G



e genotoxico em compara¢do com outr
sustentavel, seja na producédo de farmacos
Acessos contendo as maiores
concentragcdes de compostos fendlicos
e flavonoides, niveis elevados de
capsaicina e dihidrocapsaicina e baixo
potencial citotoxico e genotdxico
como C. praetermissum e C. baccatum
tém sido explorados em experimentos
de germinacdo in vitro. Protocolos
sendo  otimizados
de

visando o estabelecimento de cultura

estio para a

obtencgéo explantes  axénicos

de calos e células em suspenséo.

Capsicum Cultivo in vitro: Germi

0s gendtipos, abrindo perspectivas para 0 uSO Seguro e

ou cosmeética.
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Cultivo in vitro: Germinagdo / Avaliagdo de meios de cultivo
em Capsi i

Capsicum

% 425 sementes de Capsicum praetermissum maduros

praeter

| Germinagio in vitro | [ Teste do Tetrazélio
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Observar a coloragao
das sementes e
estipular a porcentagem
de sementes vidveis

sementes hidratadas:
100 em M1* + 100 em M2*
- sementes secas:
100 em M1 + 100 em M2

400 sementes “» “» 25 sementes
ﬂ (Bancada ] £
Pré-tratamento: Em um pote de pléstico, )
200 sementes em : . &~ % posicionar as sementes L
H;0 por 24h + 200 ¥ By enve duas foas de papel,
sementes secas ’ embebidas em dgua. Deixar
ﬂ ﬂ na estufa, a 45°C, por 3 [
horas
Quebra da -
dorméncia: 10min o+ Cortar sementes a0 meio o |
em KNO; ] J #v  semseparar as metades K
3
At he ol e~ . |
s § l Banho-maria, a 45°C, .
por 2 horas, em 10 mL N
Assepsia . de solugao Tetrazoko
2 min em lcool 70%
6] i
Separar as metades
hipociorito 0,5% I I “ posicionar em lamina 2
quadriculada
ol l ? 4
Inoculagdo: {
| LNAR

r- x4

GerminagAo:
crescimento por 30
dias em temperatrae
fotoperiodo controlados

[+ Melo 11 = dgua destlada + 1% de dgar
+1,88 ol de 4cido giberéico (GA3)
* Meio M2 = dgua destiada + 1% de dgar

Variaveis criticas de operacéo

do in vitro; Avaliacdo de

E.G.0

L. seeds through a
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Fidemann, T, Nascimento, L. B., Moraes, M. C., Bertdo, M. R., & Fernandez-Nufiez,
In vit "

meios de cultivo.

associadas as etapas de cultivo de células
em suspensdo de Capsicum baccatum,
utilizando sistema de frascos em agitacao,
sido avaliadas

tém para produzir

metabdlitos secundarios com

propriedades antioxidantes. Os resultados

empregados no estabelecimento de um

bioprocesso a ser executado em biorreator

Para os genétipos Pitanga (GN1) e Cambuci (GN2),
commnacbes de tratamentos o6timos foram agu

O delineamento experimental fatorial completo de
mostrar i iais para os

de

in vitro, Foram

ambos Capsicum baccatum L. as
a (solucdo de condicionamento

tipo tanque com agitacdo e aeragdo,

+ égar (meio de cultura de germinacdo) e dgua + agar-GA3, respectivamente.

dois niveis (24) foi efetivo para
frente a quatro fatores principais

no

antioxidantes.

da
0 LabVeg tem

Assim, através

pesquisa cientifica

procurado a aplicagdo e g
desenvolvimento de estratégias %

classicas e inovagoes

tecnologicas que possam
contribuir com o conhecimento e

exploracéo da rica biodiversidade

mais

permitindo o escalonamento da produgéo
de

adequadas para a fase inicial do bioprocesso para a produgdo de metabdlitos
de cultura in vitro desta espécie, usando um system's approach.

extratos com propriedades

Capsicum Cultivo in vitro: Cultura de calos; Cultura de Células

em Suspensao; Biorreator

Fidemann, T., Pereira, G. A. de A., Nascimento, L. B., Moraes, M. C., Bertdo, M.R.,
Silva, R. M. G. da & Fernandez-Nuiiez, E. G. Holistic protocol for callus culture
stage optimization using statistical modelling. Natural Product Research. 2017

(Fezze

' Cultura de Calos
|

Células em suspensdo

Meio de cultura
com células em
suspensio

Figure 6: DPPH assay

Figure 5: Callus powder

Figure 3: Explant (Cotyledon) Figure 4: Callus
Otimizacdo da cultura do calo em Capsicum baccatum para produzir polifenéis.
Avaliag@o sistemética dos efeitos origem do explante (raiz, hipocdtilo e cotilédone), tipo
homénio do crescimento (2,4-Acido diclorofenoxiacético (2,4-D), benzilaminopurina
(BAP) e uma combinagéo de 2,4-D / BAP (5:1) e concentracéo (0,023-10,000 mg L)
nos parametros de eficiéncia da cultura de calos, usando um delineamento fatorial
multinivel. As principais respostas avaliadas e seus valores étimos foram massa do calo
(225,03 mg), atividade antioxidante (35,95 %), fendis totais (11,48 mg de GAE/g DE) e
producéo de flavondides (15,92 mg de RU/g DE) encontrada no explante raiz usando
BAPa 1,138 mgde L.

Laminas/hélices

Parede (controle de
‘T temperatura)

&= Suprimento de Ar

Biorreator de tanque agitado



brasileira, bem como com a agricultura através do estudo de espécies vegetais de interesse econémico.



