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RESUMO

VILARDO, A. F. R. M. Estudos de criopreservacao, analise fitoquimica e avaliacdo da
estabilidade genética de Cleome spinosa Jacq. (Cleomaceae). 2019. 160f. Tese (Doutorado
em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Sistemas de conservacdo de germoplasma baseados na cultura de tecidos vegetais estdo
sujeitos a contaminagOes e perdas do seu potencial morfogenético. Estes problemas podem ser
evitados pelo estabelecimento da criopreservacdo, método que permite a conservagdo em longo
prazo de material bioldgico por meio da imersdo em nitrogénio liquido. O presente trabalho teve
por objetivos a criopreservacdo de &pices caulinares obtidos de plantas produzidas in vitro
de Cleome spinosa, empregando as técnicas de vitrificacdo e dessecacdo com uso de crioplacas (V-
Crioplaca e D-Crioplaca, respectivamente), além da avaliacdo da estabilidade genética e fitoquimica
do material criopreservado. Para a técnica de VV-Crioplaca, foi avaliada a etapa de recuperacao, com
0 emprego de diferentes concentracdes e periodos de cultivo na presenca do regulador de
crescimento benzilaminopurina (BAP). Os apices foram submetidos a tratamento com a solucao
PVS2 (25°C ou 0°C), empregando protocolos previamente estabelecidos para a espécie. No
presente estudo, 0s maiores percentuais de sobrevivéncia (83%) e recuperacéo (76%) foram obtidos
utilizando apices caulinares pré-cultivados em meio MS com concentragdes crescentes de sacarose
(0,25 M - 0,5 M), expostos a PVS2 por 90 minutos (0°C) e submetidos a etapa de recuperagdo em
meio contendo 0,5 mg.L™ de BAP por 15 dias. Para a técnica de D-Crioplaca, empregada pela
primeira vez para a espécie, foram avaliados o efeito do pré-cultivo, alteracdo na concentracao de
sacarose na solucdo de polimerizagdo, tratamento com solucdo de loading, exposicao a silica gel e
tempo de cultivo em presenca de BAP durante a recuperacdo dos apices caulinares. Os resultados
obtidos mostraram que o tratamento mais eficiente consistiu no pré-cultivo em concentracfes
crescentes de sacarose (0,25 M - 0,5 M) por 48h, fixacdo as crioplacas com auxilio de solucéo de
polimerizacdo contendo 0,6 M de sacarose, seguido de exposicao ao loading (20 min) e dessecacédo
em silica gel por 60 min. A etapa de recuperagio ocorreu em meio MS acrescido de 0,5 mg.L™ de
BAP por 15 dias, com posterior transferéncia do material para meio MSO0. Este protocolo resultou
nas maiores porcentagens de sobrevivéncia (76%) e recuperacao (70%), apds a criopreservagdo por
D-Crioplaca. A aclimatizacdo e as analises molecular e fitoquimica, foram realizadas com plantas
regeneradas apds a criopreservacdo empregando a técnica de V-Crioplaca. As plantas desenvolvidas
a partir de apices criopreservados, alcancaram uma taxa de aclimatizacdo de 100%, e apresentaram
aspecto fenotipico normal. A analise da estabilidade genética visou comparar as plantas regeneradas
ap6s o processo de criopreservacdo (-NL e +NL) com suas respectivas plantas matrizes,
empregando as técnicas de marcadores moleculares SCoT e ISSR. As analises SCoT revelaram um
baixo grau de polimorfismo, sendo encontrado apenas um unico fragmento polimdrfico, enquanto
que pela técnica ISSR ndo foram encontrados polimorfismos para os fragmentos analisados.
Extratos metandlicos de plantas regeneradas apds a criopreservacao (+NL), plantas propagadas in
vitro e plantas coletadas a campo foram submetidos a andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia visando a comparacdo de seu perfil fitoquimico. Os resultados demonstraram que a
amostra de campo apresentou uma maior diversidade de substancias, enquanto as plantas
propagadas in vitro mostraram perfis cromatograficos similares. Os estudos realizados com C.
spinosa demonstraram a viabilidade do uso das técnicas de criopreservacdo para a conservagao em
longo prazo de materiais biotecnolégicos estabelecidos com a espécie.

Palavras-Chave: Aclimatizagdo. Conservacdo em longo prazo. Cromatografia. D-Crioplaca.
Marcadores moleculares. Planta medicinal. V-Crioplaca.



ABSTRACT

VILARDO, A. F. R. M. Studies on cryopreservation, phytochemical analysis and genetic
stability of Cleome spinosa Jacq. (Cleomaceae). 2019. 160f. Tese (Doutorado em Biologia
Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Germplasm conservation systems based on plant tissue culture are subject to
contamination and loss of their morphogenetic potential. These problems can be circumvented
by the establishment of the cryopreservation, a method that allows long-term conservation by
immersion of the biological material into liquid nitrogen. The objectives of this study were the
cryopreservation of shoot tips from in vitro plant of Cleome spinosa using vitrification and
desiccation techniques in cryo-plates (V-Cryo-Plate and D-Cryo-Plate, respectively) and
evaluation of genetic and phytochemical stability. For the VV-Cryo-plate technique, the recovery
was evaluated using different concentrations and exposure time to benzylaminopurine (BAP).
The shoot tips were treated with the PVS2 solution (25°C or 0°C), applying protocols
previously established to the species. In the present work, the highest percentages of survival
(83%) and recovery (76%) were achieved for shoot tips exposed to PVS2 for 90 min (0°C) and
recovered on MS medium supplemented with 0.5 mg.L™ BAP for 15 days. The D-Cryo-Plate
technique was applied for the first time with C. spinosa. The effect of pre-culture treatment,
sucrose concentration on polymerization solution, exposure to loading solution and to silica gel
as well as the recovery medium were evaluated. The highest percentages of survival (76%) and
recovery (76%) rates after cryopreservation were achieved using the followed protocol: Pre-
culture with increasing concentrations of sucrose (0.25 M - 0.5 M) for 48 h, fixation to cryo-
plates with the polymerization solution containing 0.6 M sucrose, followed by exposure to
loading (20 min) and desiccation on silica gel for 60 min. The recovery was performed on MS
medium supplemented with 0.5 mg.L* BAP for 15 days. Acclimatization process, molecular
and phytochemical analysis were performed with plants regenerated after cryopreservation
using the V-Cryo-plate technique. The cryopreserved plants achieved 100% acclimatization
rate and showed a normal phenotypic aspect. The analysis of genetic stability aimed to compare
the regenerated plants after the cryopreservation process (-NL and + NL) with their mother
plants, using the molecular makers SCoT and ISSR. The SCoT analysis revealed only a single
polymorphic fragment, while using the ISSR no polymorphisms were detected. Methanolic
extracts of cryopreserved plants (+ NL), in vitro propagated plants and field collected plants
were subjected to analysis by high performance liquid chromatography to compare their
phytochemical profile. The results showed that the field sample presented a greater diversity of
substances, while the in vitro propagated plants showed similar phytochemical profile. The
studies conducted with C. spinosa demonstrated the feasibility of cryopreservation techniques
for long-term conservation of biotechnological materials established with the species.

Key words: Aclimatization. Chromatography. Long-term conservation. D cryo-plate.
Medicinal plant. Molecular markers. V cryo-plate.
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INTRODUCAO

As plantas representam uma fonte significativa de substancias bioativas que vém
sendo exploradas pela humanidade ha séculos, tanto pela medicina popular, que tem sua
base no uso empirico das plantas por comunidades tradicionais, como pela propria
indUstria farmacéutica. Em funcdo deste interesse, muitas das chamadas plantas
medicinais tém sofrido com o extrativismo. Esse fato reforca a importancia no
desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas visando a producdo dessas espécies sob
condigdes in vitro e, consequentemente, preservando as populagdes naturais das
atividades extrativistas. Entre essas espécies encontra-se Cleome spinosa Jacg., que
apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo utilizada na medicina popular, como por
exemplo, no combate a doencas do trato respiratério. A espécie vem sendo alvo de
estudos no Nucleo de Biotecnologia Vegetal da UERJ, ja tendo sido estabelecidos
sistemas in vitro visando a sua propagacao e a producdo de metabolitos. Entretanto, uma
vez estabelecidos os materiais in vitro, torna-se de grande relevancia o desenvolvimento
de estratégias que permitam a conservacdo em longo prazo desse germoplasma de
interesse, 0 que pode ser alcancado empregando as técnicas de criopreservacdo. Para que
um protocolo de criopreservacao seja efetivamente (til, fatores como a manutencgdo das
caracteristicas genéticas nos materiais in vitro e a manutencdo da capacidade de sintese
de metabdlitos de interesse, sdo essenciais para 0 sucesso no desenvolvimento de
estratégias que permitam a efetiva exploracdo comercial desses produtos. Dessa forma,
em continuidade as pesquisas com C. spinosa, constituem o objeto do presente trabalho,
estudos de conservacdo em longo prazo e monitoramento das estabilidades genética e

fitogquimica dos materiais.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Estratégias de conservacao

Os recursos genéticos vegetais representam uma fonte imensurdvel de
variabilidade genética a ser aplicada direta ou indiretamente na obtencao de produtos ou
servigos: uso terapéutico, fonte de alimentos, matéria-prima para a fabricacdo de
materiais de uso domeéstico e industrial, entre outros (KELLER et al., 2013). Entretanto,
0 aumento da populacdo humana e a forma como suas atividades impactam o ambiente
tem levado a degradacdo e fragmentagdo dos habitats naturais, gerando o
desaparecimento de espécies e perda da biodiversidade (CRUZ-CRUZ et al., 2013).
Assim, é notdrio a necessidade de se investir em esforcos visando a conservacao desses
valiosos recursos genéticos.

As estratégias de conservacao da biodiversidade envolvem métodos in situ e ex
situ. As formas de conservacdo in situ sdo desenvolvidas sob condi¢des naturais,
mantendo a espécie como um componente do ecossistema natural do qual ela ja faz parte.
Por estar pautada na conservacdo do habitat natural, a conservacao in situ inclui areas
naturais, sistemas agricolas tradicionais e a criagdo e monitoramento de grandes areas,
as Unidades de Conservacdo (BRASIL, 2000; HASSLER, 2005). Entretanto, a
manutencdo desses recursos sob condi¢des naturais necessita normalmente de extensas
areas e, muitas vezes, as espécies estdo sob risco iminente de desaparecimento (CRUZ-
CRUZ et al., 2013). Ainda ha uma caréncia de 6rgdos governamentais e institucionais
que assegurem o uso e manejo adequado das areas para que as metas possam ser atingidas
(HEYWOOD; DULLOO, 2005). Além disso, a conservacdo de uma espécie em um ou
poucos locais de ocorréncia ndo significa, necessariamente, a conservacdo de toda a sua
variabilidade genética (MMA, 2000).

Como estratégia complementar a conservagdo in situ, destaca-se aquela
desenvolvida ex situ. Esta consiste na manutencdo do germoplasma vegetal fora do
habitat natural (IUCN, 2002; MMA, 2000). A conservagéo ex situ compreende colec¢des
de amostras da diversidade genética de procedéncias distintas em apenas um local,

facilitando o melhoramento genético, garantindo a protecédo a diversidade intraespecifica
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e tendo a possibilidade de se preservar genotipos de interesse. Os métodos de conservagédo
ex situ, em alguns casos, sdo as Unicas estratégias possiveis para conservar certas espécies,
sendo empregados principalmente para aquelas que apresentam propagagédo vegetativa,
que estdo sob ameacadas de extincdo, entre outros motivos. Além disso, a conservagdo ex
situ permite a manutencdo de amostras por um tempo prolongado, o que facilita a
investigagdo sob o ponto de vista anatdmico, fisiologico e bioquimico do material
preservado (CRUZ-CRUZ et al., 2013).

A conservacdo ex situ pode ser desenvolvida através de bancos de sementes,
colecdes vivas ou utilizando abordagens biotecnoldgicas, como o cultivo in vitro e a
criopreservacdo (JUNGHANS; SOUZA, 2009).

A manutencéo do germoplasma vegetal in vitro, realizada com base em técnicas
de cultura de tecidos vegetais, tem sido amplamente utilizada e apresenta diversas
vantagens tais como o fornecimento de material vegetal sob condicbes assépticas e
controladas em espaco reduzido e curto periodo de tempo, independentemente de
variagOes climaticas e sazonais (BHOITE; PALSHIKAR, 2014; KUMAR; REDDY,
2011). Diferentes métodos de conservacdo in vitro podem ser empregados dependendo
do objetivo e do tempo de armazenamento requeridos. A cultura de tecidos vegetais sob
condigdes de crescimento ativo, crescimento lento e a criopreservacdo constituem as trés
principais ferramentas da conservagdo in vitro, que propiciam a manutengdo do
germoplasma viavel a curto, médio e longo prazo, respectivamente, possibilitando seu
acesso para o0 melhoramento vegetal (PENCE et al., 2002).

Na conservacao em curto prazo, o material € submetido a subcultivos periédicos
de modo que o processo de crescimento ndo é interrompido. A partir das plantas geradas,
sdo obtidos explantes - pequenos fragmentos de tecidos ou 6rgdos vegetais retirados de
uma planta doadora, denominada planta matriz - que podem ser utilizados para iniciar
outras culturas. Para sua correta manutencdo, 0os materiais vegetais sdo frequentemente
transferidos para meios de cultura frescos. Os meios de cultivo compreendem
formulacGes que contém substancias essenciais para o crescimento e desenvolvimento do
material cultivado in vitro, a saber: agua, uma fonte de carboidrato, que geralmente é a
sacarose, sais minerais e vitaminas (BHOITE; PALSHIKAR, 2014; ILIEV et al., 2010).
Essas formulagdes podem ser manipuladas de acordo com as exigéncias nutricionais das
plantas e suplementadas com reguladores de crescimento ou fitorreguladores, substancias
com acdo fisiologica similar a dos fitormdnios naturais. O balango entre a classe e a

concentragdo dos fitorreguladores visa induzir diferentes respostas fisioldgicas, tais como
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a proliferacdo celular (BHOITE; PALSHIKAR, 2014). Dessa forma, o crescimento
constante de uma cultura in vitro € uma condi¢do indispensavel e um importante indice
de eficiéncia da técnica de conservacao utilizada.

Ja a conservacdo em médio prazo baseia-se na reducdo da taxa de crescimento das
culturas, permitindo o aumento do intervalo entre os subcultivos. Para tal, sdo utilizadas
diversas estratégias: diminuicdo da temperatura de cultivo; alteracdo na disponibilidade
de oxigénio e luminosidade; reducao da concentracdo de sais minerais e aguicares no meio
de cultura; assim como a manipulagdo de outras substancias adicionadas ao meio, como
alguns reguladores de crescimento, com destaque para o0 4&cido abscisico
(BELOKUROVA, 2010).

Entretanto, a manutengdo das culturas tanto em crescimento ativo como lento,
requer a realizacdo de subcultivos, o que pode acarretar em contaminagdes, perda do
potencial morfogenético e biossintético, assim como ocorréncia de variagdes genéticas
(BAIRU; AREMU; STADEN, 2011). Portanto, o estabelecimento de protocolos que
permitam a conservacdo do material vegetal em longo prazo, sem a ocorréncia de
alteracdes fisiologicas ou biogquimicas, se mostra como uma alternativa eficiente para

garantir a manutencdo de germoplasmas de interesse.

1.2 Criopreservacao

Nas ultimas duas décadas, a criobiologia alcancou grande progresso com o
desenvolvimento de diversos protocolos de conservacdo vegetal por meio da
criopreservacao para numerosas espécies vegetais de propagacao vegetativa, assim como
frutiferas, ornamentais, medicinais e produtos biotecnoldgicos (MATSUMOTO, 2017).
A criopreservagdo € um método de armazenamento de material biol6gico a temperaturas
ultrabaixas, utilizando-se nitrogénio liquido (-196°C) ou sua fase de vapor (-150°C)
(BENSON, 2008). A essas temperaturas, todas as divisdes celulares e 0s processos
metabolicos sdo interrompidos, de maneira que o material vegetal pode permanecer
armazenado sem alteracdes por um periodo de tempo, teoricamente, indeterminado e com
riscos reduzidos de alteracbes genéticas (KALAISELVI; RAJASEKAR; GOMATHI,
2017). Portanto, esse método se tornou uma importante ferramenta para a conservagéo do

germoplasma vegetal em longo prazo.
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Além da reducéo de espaco para 0 armazenamento do material, a criopreservacgéo
possibilita diminuicdo das manutengdes periodicas das culturas, assim como do risco de
contaminacdo (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Uma outra vantagem da técnica é o
menor custo em comparacao com as colecGes de germoplasma mantidas sob crescimento
ativo e crescimento lento (LI; PRITCHARD, 2009).

O principal desafio da criopreservacdo € realizar o resfriamento da amostra
evitando a formac&o de cristais de gelo no interior das células, sendo as temperaturas de
-15 a -60°C as mais criticas, pois correspondem a faixa em que ocorre a nucleacao, ou
seja, a fase inicial do rearranjo cristalino para formacédo dos cristais de gelo. Durante o
processo de criopreservacdo, o explante é submetido duas vezes a essa faixa de
temperatura: a primeira durante o resfriamento e a segunda durante o reaquecimento. A
formacdo dos cristais pode provocar a ruptura do sistema de membranas celulares,
resultando na perda da semi-permeabilidade e da compartimentacdo celular, levando a
morte celular (MATSUMOTO, 2017).

Para prevenir a formacdo de cristais de gelo, as técnicas de criopreservacdo
desenvolvidas mais recentemente baseiam-se no processo de vitrificacdo: processo fisico
pelo qual as solugbes celulares altamente concentradas e viscosas sdo resfriadas abaixo
de sua temperatura de congelamento e atingem o estado vitreo (CRUZ-CRUZ et al.,
2013). Este pode ser definido como o estado amorfo ou metaestavel ndo cristalino de um
solido, ou seja, nele solugdes supersaturadas e viscosas apresentam o arranjo molecular
de um liquido, com propriedades fisicas similares as de um sélido (COLLARES et al.,
2002). Esse processo ocorre uma vez que a alta viscosidade restringe a mobilidade e a
habilidade de as moléculas de agua se rearranjarem em forma de cristais. O estado vitreo
restringe também a difusdo de outras substancias dentro da célula, a alteracdo do pH, além
de prevenir o colapso tecidual, garantindo um estado de quiescéncia metabdlica
(BENSON et al., 2006; GONZALEZ-ARNAO et al., 2008).

Para atingir o estado vitreo e assim evitar a formagao de cristais, é necessario
remover a maior quantidade possivel da agua livre das células, sem afetar o teor de 4gua
estrutural, antes da imersdo em nitrogénio liquido. Assim, o contetdo citosélico se torna
altamente concentrado e viscoso, diminuindo a capacidade de rearranjo cristalino das
moléculas de dgua durante a exposi¢cdo a temperaturas abaixo daquela de congelamento
(PANIS, 2019). Sendo assim, de um modo geral, os protocolos de criopreservagao se
desenvolvem em algumas etapas basicas: selegdo do material, pré-cultivo, osmoprotecao,

desidratacéo, resfriamento em NL. Para fins de avaliacdo do protocolo e posterior
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reutilizacdo do material, pode-se empregar 0 reaquecimento, tratamento apos
conservacao e avaliacdo da recuperacdo do material.

A escolha do material a ser criopreservado constitui uma etapa importante para o
processo. Em geral, estruturas de tamanho reduzido sdo mais recomendadas devido a
rapidez e uniformidade com que as etapas de desidratacdo, resfriamento e reaquecimento
ocorrem (CARVALHO; VIDAL, 2003). Diversos materiais vegetais podem ser
criopreservados (&pices caulinares, calos, embriGes, gemas axilares, sementes e
suspensdes celulares, entre outros), porém as regides meristematicas sdo as mais
indicadas. O sucesso dos protocolos de criopreservacéo utilizando regiGes meristematicas
é associado a diversas caracteristicas que conferem a estes materiais alto potencial de
tolerdncia osmética: tamanho reduzido, células com pequenos vacuolos e em constante
divisdo celular (ENGELMANN, 2011). Também ¢é importante que haja uma
padronizacdo do material utilizado, uma vez que explantes localizados em diferentes
posicdes no vegetal ou de diferentes idades apresentam condicdes fisioldgicas distintas,
tais como grau de maturacdo e niveis hormonais enddgenos, podendo interferir no
resultado da criopreservacdo (ENGELMANN, 2011; GEORGE; HALL; KLERK,
2008b).

1.2.1 Agentes crioprotetores e osmoprotecao

A maioria dos materiais vegetais utilizados na criopreservacao é pouco tolerante
ao resfriamento devido ao elevado contetdo hidrico intra e extracelular, o que os torna
sensiveis a injaria pelo resfriamento (ENGELMANN, 2011). Desta forma, apos ser
selecionado, o material vegetal passa por uma série de etapas que visam sua desidratacao
artificial a qual pode ser alcancada pelo método evaporativo (dessecacdo em fluxo
laminar ou pela exposic¢do do material a silica gel) ou osmotico (exposicdo do material a
solugdes crioprotetoras altamente concentradas) (SAKAI; ENGELMANN, 2007).

Independentemente do método empregado, a adigdo de um agente crioprotetor é
fundamental, principalmente para espécies de clima tropical que sdo naturalmente
sensiveis ao resfriamento.

Os crioprotetores sdo substancias de classe organica variada que previnem

possiveis danos causados pela desidratacdo e pelas etapas de resfriamento e
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reaquecimento (ELLIOTT; WANG; FULLER, 2017; HAN et al., 2009). De um modo
geral, eles atuam diminuindo o ponto de congelamento, protegendo a integridade das
membranas e aumentando a viscosidade da solucéo celular (GONZALEZ-ARNAO et al.,
2008).

Os primeiros estudos do uso de substancias organicas com acdo crioprotetora
ocorreram na década de 1950, nos quais Polge e colaboradores (1949) empregaram o
glicerol como agente crioprotetor durante as tentativas para preservar espermatozoides de
aves. Na década seguinte, a acdo positiva do dimetilsulfoxido (DMSQ) como crioprotetor,
induzindo maior permeabilidade em varios tipos de células quando comparado ao
glicerol, também foi descrita (LOVELOCK; BISHOP, 1959). Somente a partir da década
de 1980, estudos ja consideravam um possivel efeito toxico dos crioprotetores como um
obstaculo para o sucesso da criobiologia (FAHY, 1986).

De acordo com suas caracteristicas quimicas, os crioprotetores podem apresentar
diferentes graus de permeabilidade celular. Solventes organicos de baixo peso molecular
possuem a capacidade de interagir com a porcéo polar dos fosfolipideos de membrana e
conseguem ultrapassa-la rapidamente (ELLIOTT; WANG; FULLER, 2017). Essas
substancias atuam substituindo parcialmente a agua no interior da célula e ligam-se ao
hidrogénio das moléculas de &gua intracelular, aumentando sua viscosidade e,
consequentemente, reduzindo o ponto de congelamento (JAIN; PAULSON, 2006). O
DMSO, o etilenoglicol (EG), o propilenoglicol e o glicerol sdo exemplos desses
crioprotetores. Destaca-se também a importancia de alguns como agentes antioxidantes,
tais como 0 DMSO (CASTRO et al., 2011). Ja outros crioprotetores penetram nas células
mais lentamente e induzem a desidratacdo devido ao aumento da osmolaridade do meio
extracelular (BENSON, 2008). Como exemplo, pode-se citar a sacarose, a
polivinilpirrolidona (PVP), o éxido de polietileno e o hidroxietilamido.

Entre os agentes crioprotetores citados anteriormente, o glicerol apresenta um
comportamento peculiar, ja que a temperatura ambiente, consegue penetrar através das
membranas mais rapidamente do que quando utilizado a 0°C (CASTRO et al., 2011).

Os carboidratos sdo uma classe de biomoléculas muito utilizadas em protocolos
de criopreservacdo independentemente da técnica empregada. A trealose, a glicose, o
manitol, o sorbitol e, mais frequentemente, a sacarose sdo utilizados em altas
concentracdes em diferentes etapas da criopreservacgao, sobretudo durante o pré-cultivo
dos explantes em meio de cultura altamente concentrado (HELLIOT, et al. 2003). O pré-

tratamento com esses agentes crioprotetores simula respostas adaptativas naturais das



25

plantas de regibes de clima temperado que, devido a exposicdo gradual a baixas
temperaturas, apresentam diversos mecanismos de toleréncia ao resfriamento, tais como
0 acumulo de solutos (WOLFE; BRYANT, 2001; YUANYUAN et al., 2009). Entretanto,
para algumas espécies, a exposicao direta a altas concentracdes de sacarose pode resultar
em efeitos deletérios para a sobrevivéncia ou desenvolvimento dos explantes. Para evitar
estes efeitos, € indicado o uso de pré-cultivos com o0 aumento gradativo da concentracao
do aclcar (WANG et al., 2005).

A exposicdo do material vegetal a tratamentos que envolvem altas concentracdes
de agentes crioprotetores sem uma etapa de osmoprotecdo pode causar danos, em virtude
do estresse osmotico. Tendo em vista o papel dos crioprotetores na inducdo de tolerancia
a desidratacdo nos protocolos de criopreservagdo, frequentemente se faz uso de uma
solucdo de concentracdo intermediaria antes da etapa de desidratacao, a fim de minimizar
tais danos (SAKAI; HIRAI; NIINO, 2008; PENNYCOOKE; TOWILL, 2001). Para tal,
0 uso da solucéo de loading, segundo NISHIZAWA et al., 1993 (2,0 M de glicerol e 0,4
M de sacarose) vem sendo relatado como um importante fator para obter recuperagao
apos o armazenamento em NL para diversas espéecies (CANO-CASTILLO; CASAS,
2012; CHAEROENSUB; HIRAI; SAKAI, 2004; MATSUMOTO, 2002; VIDAL et al.,
2005; WANG et al., 2002).

As substancias crioprotetoras podem ser utilizadas isoladamente ou em
combinacdo, compondo as chamadas solucdes de vitrificacdo. Diversas solucdes
crioprotetoras ja foram estabelecidas, entre as quais, destacam-se as Plant Vitrification
Solutions (PVS) que combinam substancias de velocidades de penetragdo distintas e
diferem entre si de acordo com o tipo e a concentragéo de cada componente (BENSON,
2008).

Dentre as PVS destaca-se a PVVS2 (30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de
DMSO e 0,4 M de sacarose), inicialmente descrita para a criopreservagdo de suspensdes
celulares de Citrus sinensis (SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990) e que vem sendo
aplicada com sucesso na criopreservacdo de diversas espécies (SAKAI; ENGELMANN,
2007). Volk e Walters (2006) estudaram o mecanismo de acdo desta solugéo e indicaram
sua atuagdo na substituicdo da agua celular, modificando o comportamento de
congelamento da agua residual das células. Entretanto, o uso da PVS2 por extensos
periodos pode ser letal, dependendo da especie, sendo necessarios estudos que visem a

correlagéo precisa entre a taxa de desidratacdo e a toxicidade da solugéo de vitrificacao.
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Embora a maioria dos estudos utilize a PVS2, outras solucbes de vitrificacdo
também podem ser empregadas. Dentre elas, a PVS3 (50% de glicerol e 50% de sacarose),
estabelecida originalmente para a criopreservacao de suspensodes celulares de Asparagus
officinalis (NISHIZAWA et al., 1993). Por conter somente glicerol e sacarose, a PVS3 €
considerada menos toxica e, por isso, tem sido empregada como alternativa para a
criopreservacdo de espécies sensiveis a PVS2 (KIM et al, 2009; SAKAI;
ENGELMANN, 2007). Embora menos usuais, outras solucées de vitrificacdo também ja
foram desenvolvidas, tais como PVS1 (URAGAMI et al., 1989), PVS4 (SAKAI, 2000) e
VSL (LIU; WANG,; LIU, 2004).

Em geral, o tratamento com crioprotetores requer a utilizacdo de elevadas
concentragbes, 0 que pode ser potencialmente toxico para 0s materiais a serem
criopreservados. Sendo assim, o0 seu uso deve levar em consideracdo o balanco entre o
tipo de solucdo, a temperatura e tempo de exposicdo para que 0s explantes sejam

suficientemente protegidos, sem que ocorra morte celular (WOLFE; BRYANT, 2001).

1.2.2. Técnicas de criopreservacao

Diferentes técnicas de criopreservacdo sdo utilizadas para o armazenamento de
germoplasma vegetal em Institutos de Pesquisa ao redor do mundo. Os primeiros
protocolos de criopreservacdo vegetal comecaram a ser desenvolvidos no século passado,
durante a década de 1950, tendo como contribuicdo estudos que demonstraram os efeitos
do resfriamento em plantas (PANIS, 2019).

A metodologia classica baseia-se na desidratacdo induzida por congelamento.
Para tal, o material é resfriado lentamente até uma temperatura definida (-40°C) a uma
velocidade controlada (0,5 a 2°C/minuto), utilizando refrigeradores programaveis, com
imersdo em nitrogénio liquido na sequéncia (ENGELMANN, 2011). O resfriamento por
meio da reducdo gradual da temperatura provoca a formacao de gelo no meio extracelular
que, devido a diferenca de pressdo de vapor, induz a saida da agua intracelular e,
consequentemente, o acimulo de solutos dentro da célula (BENSON, 2008). Essas
técnicas também utilizam substdncias crioprotetoras que atuam no incremento da
viscosidade do citosol e na protecdo da integridade das membranas (GONZALEZ-

ARNAO et al., 2008). O aumento da viscosidade celular contribui para que o resfriamento
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ocorra de forma mais rapida, evitando a formacao de cristais de gelo no meio intracelular
(BENSON, 2008; ENGELMANN, 2011).

As metodologias de resfriamento lento séo aplicadas com sucesso para sistemas
de cultivo in vitro desorganizados, como culturas de calos e de células em suspensdo
(CRUZ-CRUZ et al., 2013). Entretanto, elas apresentam algumas limitacdes,
principalmente para estruturas de tecidos complexos (&pices caulinares, gemas axilares e
embrides, por exemplo) que, devido & sua composi¢do celular variada, requerem
condicdes muito especificas de desidratacdo induzida por congelamento
(ENGELMANN, 2011). A técnica também apresenta baixa aplicabilidade para espécies
tropicais, que ndo apresentam estratégias fisiologicas naturais de tolerancia a reducéo da
temperatura e, por isso, sd0 mais suscetiveis ao dano por resfriamento (GERY et al.,
2011).

A partir do final da década de 1980, foram iniciados estudos visando ao
desenvolvimento de procedimentos que eliminassem a necessidade do resfriamento
controlado. Sendo assim, diversas técnicas baseadas no processo de vitrificagdo foram
desenvolvidas, o que contribuiu para um aumento consideravel no nimero de espécies
criopreservadas (SAKAI; ENGELMANN, 2007). Essas técnicas sdo denominadas:
dessecacéo, vitrificacdo (SAKAI et al., 1990); encapsulamento-desidratacdo (FABRE;
DEREUDDRE, 1990); encapsulamento-vitrificacdo (MATSUMOTO et al., 1995),
vitrificacio em gotas (KARTHA; LEUNG; MROGINSKI, 1982; LEUNUFNA;
KELLER, 2003), e vitrificacdo e dessecacdo utilizando Crioplacas de aluminio
(YAMAMOTO etal., 2011; NIINO et al., 2013).

Na técnica de dessecacdo, a redugdo do conteudo hidrico é alcancada através da
exposicdo do material a desidratacdo evaporativa. Ao contrario das técnicas de
desidratacdo osmotica, essa pode ou nao ser precedida do pré-cultivo com meio
enriquecido com agucares (CRUZ-CRUZ et al., 2013). A dessecacdo é principalmente
utilizada para a criopreservacdo de sementes e embriGes somaticos e zigdticos
(ENGELMANN, 2011).

Na técnica de vitrificacdo, o explante é submetido ao pre-cultivo, tratado ou ndo
com solucéo de loading e, em seguida, é exposto a solucéo crioprotetora (a 0°C ou 25°C)
antes da imersdo em NL (ENGELMANN, 2011). Esta técnica é uma das mais utilizadas
e vem sendo aplicada com sucesso a varias especies vegetais, incluindo tropicais e
subtropicais (MATSUMOTO, 2017). Contudo, tendo em vista 0 pequeno tamanho dos

explantes utilizados, é necessario extremo cuidado com a manipulagdo durante o processo
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para ndo danificar os materiais, assim como para garantir a precisdo de tempo durante as
etapas (ENGELMANN, 2011).

A associacao das técnicas de dessecacao e de vitrificacdo ao encapsulamento do
material biologico em uma matriz de alginato de calcio, resultou no estabelecimento das
técnicas de encapsulamento-dessecacgéo e encapsulamento-vitrificagéo.

No encapsulamento-dessecacdo, as capsulas formadas devido a uma reagdo
quimica de polimerizagdo entre as solugdes de alginato de sodio e cloreto de célcio, séo
pré-tratadas com solucdo enriquecida com sacarose, em seguida, dessecadas em fluxo
laminar ou silica gel. A técnica vem sendo aplicada com sucesso para uma ampla gama
de espécies e constitui uma alternativa simples e eficiente para superar os problemas
associados & sensibilidade dos materiais vegetais as solugdes de vitrificagdo (PANIS,
2019).

No encapsulamento-vitrificacdo, as capsulas sdo expostas a solucdes de
vitrificacdo antes do resfriamento em NL. Além da protecdo dos explantes, o
encapsulamento torna a técnica de vitrificagdo mais pratica uma vez que facilita a
manipulacdo do material bioldégico. Comparando as duas técnicas que utilizam o
encapsulamento, o uso deste procedimento com a vitrificacdo normalmente diminui o
tempo gasto com os tratamentos de dessecacdo evaporativa necessarios na técnica de
encapsulamento-dessecacdo (PANIS, 2019; SAKAI; ENGELMANN, 2007).

A técnica de vitrificacdo em gotas foi desenvolvida por Kartha, Leung e
Mroginski (1982) e modificada por Leunufna e Keller (2003). Nela, os explantes sao
submetidos a desidratacdo pela técnica de vitrificacdo e, em seguida dispostos
individualmente em tiras de papel aluminio sendo cobertos por uma gota da solucédo de
vitrificacdo antes da imersdo em NL. O uso das folhas de aluminio e o pequeno volume
de solucdo crioprotetora utilizado no momento do resfriamento possibilita atingir taxas
de resfriamento/aquecimento muito elevadas. Esse método vem sendo aplicado com
sucesso para a criopreservacao de diversas espécies, dentre elas &pices caulinares de
batata doce (PENNYCOOK; TOWILL, 2001), batata inglesa (KELLER; DREILING,
2002), inhame (LEUNUFNA; KELLER, 2003), banana (PANIS; PIETTE; SWENNEN,
2005) e alho (KIM et al., 2009).

Tendo por base o principio da vitrificagdo em gotas, recentemente foi
desenvolvida uma nova técnica de criopreservacdo utilizando placas de aluminio
(Crioplacas) em associacdo as técnicas de vitrificacdo (V-Crioplaca) (YAMAMOTO et
al., 2011) ou dessecacdo (D-Crioplaca) (NIINO et al., 2013).
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Essas técnicas consistem na aderéncia do material vegetal pré-cultivado em placas
de aluminio empregando-se a mesma metodologia utilizada para o preparo das capsulas
de alginato de célcio. Uma vez realizada a fixacdo do material bioldgico as Crioplacas,
estas sdo submetidas aos tratamentos com solucdo osmoprotetora (loading), desidratacédo
evaporativa ou osmotica, imersdo em NL e reaquecimento direto em solucdo de
unloading. Enquanto a técnica de V-Crioplaca baseia-se na desidratacdo osmotica, a
técnica de D-Crioplaca é baseada em desidratagdo fisica (YAMAMOTO et al., 2011;
NIINO et al., 2013).

Para ambas as técnicas, durante todo o processo de criopreservacdo, o0 material
vegetal permanece aderido as Crioplacas, o que facilita a manipulagéo, diminui o risco de
ocorréncia de lesbes ou perda de material ao longo do processo. A aderéncia a Crioplaca
confere maior rapidez, praticidade e precisdo entre as etapas, assim como garante que
todos os explantes estejam em contato direto com as solugdes utilizadas (YAMAMOTO
et al., 2011). Além disso, o uso de um pequeno volume de solugdo crioprotetora (V-
Crioplaca) associado ao carater metalico das Crioplacas permite que sejam alcancadas
taxas de resfriamento e reaquecimento extremamente rapidas (4000-5000°C min e 3000-
4500°C min!, respectivamente). A alta taxa de transferéncia de calor das Crioplacas
dificulta a formac&o de cristais de gelo no interior das células, minimizando as injdrias
aos tecidos e favorecendo a recuperacdo do material criopreservado (YAMAMOTO et
al., 2011).

O método de V-Crioplaca ja foi relatado com sucesso para diversas especies
vegetais, tais como Cleome rosea (CORDEIRO et al., 2015), Clinopodium odorum
(ENGELMANN-SYLVESTRE; ENGELMANN, 2015), cultivares de Fragaria spp.
(YAMAMOTO et al., 2012b), Dianthus caryophyllus (SEKIZAWA et al., 2011), Juncus
decipiens (NIINO et al., 2013), Mentha spp. (YAMAMOTO et al., 2012a), Morus spp.
(YAMAMOTO et al., 2012c), Passiflora pohlii (SIMAO et al., 2017), Passifora suberosa
(VIANNA et al., 2019), Perilla frutescens (MATSUMOTO et al., 2014), Petiveria
alliacea (PETTINELLI et al., 2017), Tanacetum cinerariifolium (YAMAMOTO et al.,
2011), Vaccinium spp. (MATSUMOTO et al., 2015a) e Saccharum officinarum
(RAFIQUE et al., 2015). Da mesma forma, a eficiéncia da técnica de D-Crioplaca ja foi
reportada para Diospyros kaki (MATSUMOTO et al., 2015b), Juncus decipiens (NIINO
et al., 2013; 2014), Phoenix dactylifera (SALMA et al., 2014), Solanum tuberosum
(YAMAMOTO et al., 2015), Vaccinium spp. (DHUNGANA et al., 2017).
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Com o aperfeicoamento e desenvolvimento de novas técnicas, a criopreservagdo
tornou-se uma ferramenta importante para 0 armazenamento em longo prazo de
germoplasmas de interesse, possibilitando a conservacdo de um maior nimero e
variedade de espécies. Contudo, é fundamental que os materiais submetidos ao processo
mantenham integridade genética, bioquimica e fisiologica (NIAZIAN, 2019). Dessa
forma, € necessario se certificar de que os protocolos de criopreservagdo selecionados nao
estdo causando danos que podem ser revelados como alteragcbes morfoldgicas,
fitogquimicas, cromossémicas, de expressao génica, de perfil proteico ou de sequéncia de
DNA (HARDING, 2004). Para isso é essencial que sejam realizadas avaliacbes para
verificagcdo da manutencao da estabilidade genética e, principalmente quando se trabalha
com plantas medicinais, a manutencdo da capacidade de producdo das substancias

bioativas.

1.3 Avaliacdo da estabilidade genética dos materiais in vitro

Os procedimentos de criopreservacdo envolvem a exposicdo de explantes a
diversos tratamentos indutores de estresse fisioldgico, tais como o pré-cultivo com
elevadas concentracOes de sacarose; desidratagcdo excessiva; tratamento com substancias
potencialmente toxicas, como alguns crioprotetores; condi¢des fisicas extremas, como a
temperatura ultrabaixa; assim como as etapas de cultivo in vitro (GANTAIT et al., 2015).
Tais procedimentos podem ocasionar danos devido ao estresse oxidativo, aumentando a
formacé&o de radicais livres, os quais podem se ligar ao DNA e ocasionar, dentre outras,
modificacdes no padrdo de bases nitrogenadas, podendo resultar na alteracdo da
expressao génica (ANTONY et al., 2012; BENSON; BREMNER, 2004).

A possibilidade de alteracBes genéticas em plantas oriundas do processo de
criopreservacao tem sido uma grande preocupacdo para 0s pesquisadores, uma vez que a
conservacdo de germoplasma vegetal requer a manutencdo da estabilidade genética do
material (MATSUMOTO, 2017). Sendo assim, a eficiéncia dos protocolos de
criopreservacao ndo esta restrita somente em atingir um teor de umidade adequado para
garantir a integridade do material durante o processo. Ela depende também da
recuperacdo do material sem que haja variacfes genéticas (ENGELMANN, 2011).

O monitoramento da estabilidade genética constitui uma importante etapa para

avaliar a eficécia de protocolos de criopreservacdo, podendo ser realizado atraveés do uso
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de marcadores (KAVIANI, 2011). O marcador genético € uma sequéncia de DNA com
uma localizacdo cromossémica conhecida que controla uma determinada caracteristica.
Os marcadores geneticos podem ser agrupados em duas categorias: marcadores classicos
(morfoldgicos, citologicos e bioquimicos) e marcadores moleculares (NADEEM et al.,
2018).

Os marcadores morfoldgicos permitem distinguir visivelmente informacGes
qualitativas, tais como alteracBes estruturais, no padrdo de coloragdo, no héabito de
crescimento, entre outras. Os marcadores citoldgicos relacionam-se com variacdes
presentes no numero e padréo de bandas, assim como o tamanho, forma, ordem e posicao
dos cromossomos. J& os marcadores bioquimicos (ou isoenzimas) sdo formas multi-
moleculares de enzimas que sdo codificadas por varios genes, porém apresentam as
mesmas funcdes (NADEEM et al., 2018).

Os marcadores moleculares compreendem sequéncias de DNA facilmente
detectadas e monitoradas no genoma através de polimorfismos presente entre as
sequéncias nucleotidicas de diferentes individuos (KUMAR et al., 2009). Tais
polimorfismos podem ser resultado de mutag¢fes pontuais, tais como insercdo, delecdo e
translocacdo, podendo ou ndo afetar a atividade de genes (NADEEM et al., 2018).
Marcadores moleculares oferecem numerosas vantagens sobre 0s classicos uma vez que
sdo estaveis e detectaveis em todos os tecidos, independentemente do estdgio de
crescimento, diferenciacdo, desenvolvimento e efeitos epistaticos (AGARWAL;
SHRIVASTAVA,; PADH, 2008).

E desejavel que as técnicas baseadas em marcadores moleculares obedecam
alguns critérios, tais como: seja de facil acesso; distribuido uniformemente por todo o
genoma; apresente alta reprodutibilidade; capacidade de detectar niveis mais altos de
polimorfismo; simples, rapido e barato, entre outros. Entretanto, nenhuma técnica é ideal
para todas as situacGes e muitas vezes, pode-se utilizar tais técnicas isoladamente ou em
conjunto para garantir maior robustez (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008).

A deteccdo e analise de variacdes genéticas pode ser efetuada por meio de
diferentes técnicas. Em decorréncia do surgimento da tecnologia da amplificacdo da
molécula de DNA por PCR (Polimerase Chain Reaction), houve um aumento
significativo no desenvolvimento e aprimoramento de técnicas baseadas em marcadores
moleculares (FALEIRO, 2007). Como exemplos, pode-se citar: AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SNP (Single Nucleotide Polymorphism), RAPD


https://en.wikipedia.org/wiki/Amplified_fragment_length_polymorphism
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(Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeats) e suas variacdes (por exemplo, ISSR - Inter-Simple Sequence Repeats), SCoT
(Start Codon Targeted Polymorphism), entre outros.

A técnica de ISSR (ZIETKIEWICZ et al., 1994) baseia-se na amplificacdo
enzimatica de segmentos de DNA a partir de iniciadores (primers) com cerca de 100-
3000 pares de base, complementares a regides de microssatélites ou SSR (regides curtas
do genoma cuja sequéncia de nucleotideos se repete varias vezes) e orientadas de forma
oposta (NG; TAN, 2015). Nesta técnica, iniciadores baseados em microsatélites sdo
utilizados para amplificar sequéncias de DNA inter-SSR via PCR. Os produtos da
amplificagéo séo separados por eletroforese em gel de agarose, corados e visualizados em
luz UV. Os marcadores ISSR séo do tipo dominante, ndo necessitam de dados de
sequéncia prévia para construcdo de primers e, como 0s procedimentos analiticos incluem
PCR, requerem pequenas quantidades de DNA.

O SCoT (COLLARD; MACKILL 2009) é uma técnica de marcador de DNA
baseada em regides conservadas que flanqueiam o cddon de iniciacdo da traducdo ATG
em genes de plantas. Nesta técnica, a amplificacdo do DNA ¢ realizada via PCR usando
primers simples com 18 bases 0s quais sdo utilizados como iniciador direto e reverso,
semelhante ao ISSR. A técnica vem sendo utilizada com sucesso para diversos fins como
alternativa a outros marcadores e sua reprodutibilidade normalmente esta associada a
estrutura do primer e sua temperatura de anelamento, que pode variar de acordo com 0
percentual de bases citosinas e guaninas presentes no oligonucleotideo. Os fragmentos
gerados sdo separados por eletroforese em gel de agarose, corados e visualizados em luz
UV (COLLARD; MACKILL 2009).

1.4 Avaliacgéo fitoquimica dos materiais in vitro

Ao longo dos anos, varias espécies vegetais tém sido utilizadas em diversos
setores devido a presenca de metabolitos secundarios de interesse. Entretanto, poucas ja
foram investigadas sob o ponto de vista quimico. Nesse sentido, insere-se a pesquisa
fitoquimica a qual tem como objetivo conhecer as substancias quimicas das espécies
vegetais e avaliar sua presenca e bioatividade, identificando grupos de metabdlitos

relevantes (SIMOES et al., 2004). Embora a criopreservacio seja uma importante



33

estratégia para a conservacao de recursos genéticos, ainda existem poucos estudos que
investiguem a capacidade de manutencdo da producdo de substincias bioativas em
plantas regeneradas apos o processo (Bl etal., 2016; MARCO-MEDINA; CASAS, 2013).
As substancias bioativas, geralmente sdo produtos do metabolismo secundario (ou
especial) vegetal. Este, diferentemente do metabolismo primario, € restrito a certas
espécies ou grupos taxonémicos e ndo se relaciona diretamente ao crescimento e
desenvolvimento vegetal. Porém, conferem ao organismo produtor respostas adaptativas
e de sobrevivéncia a estresses bidticos e abiodticos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os metabolitos secundarios sdo moléculas de baixo peso molecular, normalmente
produzidas em pequenas quantidades, e apresentam grande complexidade estrutural e
funcional (JIMENEZ-GARCIA et al., 2013). Essas moléculas representam uma
importante interface entre a planta e o ambiente de modo que sua sintese pode ser
modulada por diferentes condi¢bes ambientais: sazonalidade, ritmo circadiano,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, aporte nutricional, poluicdo
atmosférica, altitude, ataque de patégenos (GANDHI; MAHAJAN; BEDI, 2015). Dessa
forma, sua ocorréncia é muito variavel, podendo ser encontradas em diferentes 6rgaos ou
estar armazenadas em estruturas especificas, sendo sua sintese, muitas vezes, restrita a
determinada fase da vida do vegetal (ISAH et al., 2018).

Segundo Hussain e colaboradores (2012), os metabdlitos secundarios podem ser
classificados em trés principais grupos de acordo com suas caracteristicas quimicas:
terpenos, substancias fenodlicas e substancias nitrogenadas.

Os terpenoides (terpenos e seus derivados) ocorrem em todos 0s vegetais e
constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios, com cerca de 22 mil substancias
descritas. Constituem um grupo de hidrocarbonetos formados a partir da unido de
unidades isoprénicas (CsHsg), podendo ser subdivididos em algumas subclasses de acordo
com o0 nimero dessas unidades. Um exemplo de substancias pertencentes a essa classe
sdo os carotenoides que sao terpenos formados normalmente por 40 atomos de carbono e
repletos de ligacBes insaturadas. Normalmente substancias pertencentes a essa classe
conferem vantagens defensivas as plantas devido a sua toxicidade para diversos animais,
auxiliam na atracdo de polinizadores e/ou atuam como agentes antioxidantes (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

As substancias fendlicas apresentam uma grande diversidade estrutural e s&o
caracterizadas pela presenga de dois anéis aromaticos ligados por uma ponte de trés

atomos de carbonos. Dependendo das modificacdes do anel central, os flavonoides podem
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ser subdivididos em diferentes subclasses, como flavondis, flavonas, flavanois,
flavanonas, isoflavonas, antocianidinas e proantocianidinas (UZEL et al., 2005). Os
flavonoides sdo um grupo muito diverso e apresentam um importante papel na defesa
vegetal contra pragas e doencas, além de fatores abidticos contra excesso de radiacdo UV.
Substancias desta classe de metabdlitos apresentam grande interesse econémico em
funcdo de suas propriedades farmacol6gicas, como antitumoral, antioxidante, antiviral,
dentre outras (SYTAR et al., 2012).

As substancias nitrogenadas, grupo de metabolitos sintetizados a partir de
aminoéacidos, apresentam pelo menos um atomo de nitrogénio em sua composicao. Atuam
na atragdo de dispersores, polinizadores e também com fungdo de defesa contra
herbivoros. Essas substancias tém sido avaliadas quanto as suas propriedades medicinais
e muitos estudos mostram seu efeito positivo sobre diversas linhagens tumorais
(BECKER; JUVIK, 2016).

Tendo em vista a grande diversidade quimica presente nos vegetais, torna-se
relevante o investimento em estudos visando a identificagdo de sua composicdo e o
isolamento de substancias de interesse presentes nos extratos vegetais. Para tal, podem
ser utilizadas técnicas cromatograficas que compreendem métodos fisico-quimicos de
separagdo dos componentes de uma mistura. Os sistemas cromatograficos sdo compostos
por duas fases imisciveis: a fase estacionaria (liquida ou sélida) e a mdvel (liquida ou
gasosa). Enquanto a primeira permanece imovel, a Gltima se move através dela, em uma
coluna ou em superficie plana. A separacdo da mistura ocorre devido a migracdo
diferencial de seus componentes em funcdo da interacdo destes com as duas fases que
compdem o sistema (COLLINS, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) fundamenta-se na distribuicéo
dos componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis: a fase movel liquida, sob
alta presséo, e a fase estacionéria solida, contida em uma coluna cilindrica. Dependendo
do tipo de fase estacionaria utilizada, as separacfes podem ser alcancadas por particao,
adsorcdo, troca idnica, exclusdo por tamanho ou interacfes estereoquimicas. A grande
variacdo de fases estacionérias torna a CLAE uma técnica bastante versatil, por
possibilitar anélises e separacfes de uma ampla gama de substancias com alta eficiéncia
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Os detectores mais comuns em CLAE s&o 0s
espectrofotométricos (UV/Vis), aplicados para detectar compostos com grupamento
cromoforo. Essa técnica utiliza equipamentos totalmente automatizados e tem a

capacidade de realizar separagdes, andlises qualitativas e quantitativas de uma grande
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variedade de substéncias presentes em amostras preferencialmente n&o-volateis e
termol&beis de forma rapida e com alta resolugédo e detectabilidade (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; JARDIM et al., 2006.

1.5 Cleome spinosa Jaqc.

O género Cleome L. é o de maior representatividade da familia Cleomaceae,
compreendendo cerca de 200 especies distribuidas em regides tropicais e subtropicais da
Africa, América e Oceania (APARADH; MAHAMUNI; KARADGE, 2012;
VOZNESENSKAYA et al., 2018). Somente na regido tropical, sdo encontradas 150
espécies do género, sendo 30 ocorrentes no Brasil (PEREIRA et al., 2007).

Por muito tempo, estudos baseados na biologia floral, inseriam o género Cleome
na familia Capparaceae (HOOKER; THOMSON, 1872; COOKE, 1903). Entretanto,
dados de filogenética molecular permitiram a separacdo taxondmica do género e sua
inclusdo em uma nova familia, denominada Cleomaceae (ILTIS etal., 2011; HALL etal.,
2002).

Cleome spinosa Jacg., conhecida pelos nomes populares de mussambé-de-
espinho, sete-marias ou beijo-fedorento, apresenta distribuicio na Africa, Asia e América
tropical, sendo encontrada de norte a sul do Brasil (COSTA-E-SILVA, 2000). A espécie
geralmente habita margens de rios ou areas urbanas, que estdo sujeitas a intenso impacto
antrépico, o que pode levar ao desaparecimento de algumas popula¢bes (ALBARELLO
et al., 2006; COSTA-E-SILVA, 2000).

Cleome spinosa possui habito subarbustivo (Figura 1a), podendo atingir até dois
metros e meio de altura. Apresenta folhas compostas, alternas e pecioladas com estipulas
espinescentes. Os foliolos sdo elipticos, com margem ciliada, apice acuminado e base
atenuada (COSTA-E-SILVA, 2000). Tanto o caule como as folhas apresentam tricomas
glandulares, que Ihes conferem um odor caracteristico.

Suas inflorescéncias sdo terminais, racemosas do tipo corimbo e de coloracéo
branca. As flores sdo zigomorficas, hermafroditas, a antese é crepuscular e elas ndo se
abrem ao mesmo tempo nas inflorescéncias (floracdo assincronica). Essas caracteristicas

associadas ao odor tipico das flores e a producéo abundante de néctar e polen, constituem
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importantes mecanismos de atracdo para polinizadores, como morcegos, mariposas e
abelhas (PEREIRA et al., 2007).

Os frutos sdo simples e secos, do tipo siliqua, capsular, bicarpelar com deiscéncia
longitudinal e de coloracdo verde ou bege (maduros). Cada um contém cerca de 130
sementes com comprimento médio de 1,5 mm (CASTRO et al., 2014). A propagacao se
da por semente, porém a germinagdo requer um longo tempo e temperatura especifica,
sendo alcangadas baixas taxas de germinagdo (QUIN et al., 2012).

Assim como outras espécies do género, C. spinosa apresenta um importante valor
ornamental devido a suas belas inflorescéncias (Figura 1b) e por este motivo €
frequentemente cultivada em jardins (COSTA-E-SILVA, 2000).

Figura 1 - Aspectos morfoldgicos de Cleome spinosa.
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Legenda: Habitus subarbustivo (a); Detalhe da inflorescéncia (b).
Fotos: Thiago Barboza, 2013.

Na medicina tradicional, as folhas de C. spinosa séo utilizadas na forma de infusao
no combate a febre, gripe, tosse, bronquite, asma (AGRA et al. 2007) e como estimulante
do aparelho digestdrio (LEAL, 2007). Quando maceradas, apresentam acao rubefaciente
ao serem aplicadas sobre a pele (LEAL, 2007). Suas folhas também sdo eficazes no
combate & inflamacdo de garganta (CONCEICAO et al., 2011), otites supuradas e
leucorreia (LEAL, 2007). As raizes sdo eficientes no tratamento de bronquites asmaticas
(COLLINS et al., 2004). Além disso, a planta inteira apresenta acdo digestiva e
cicatrizante (CABRAL; AGRA, 1998; AGRA et al., 2007).
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A analise fitoquimica de extratos hidroalcoolicos da parte aérea revelou a presenca
de alcaloides, flavonoides, xantonas, saponinas e leucoantocianidinas (LEAL et al.,
2007). Também foram isolados de partes aéreas, flavonas e diterpenos do tipo cembrano
(COLLINS et al., 2004). Ja a avaliacdo quimica das sementes levou a identificacdo e ao
isolamento de substancias pertencentes ao grupo dos glicosinolatos (AHMED et al.,
1972), metabolitos secundéarios relacionados a atividade antineoplésica e importantes
agentes inseticidas. A avaliacdo de extratos etandlicos de raizes e flores de C. spinosa
indicou atividade antimicrobiana e importante atividade larvicida frente a larvas de Aedes
aegypti (SANTOS; MENEZES, 2005). Ensaios in vitro e in vivo realizados com extratos
hidroalcoolicos preparados a partir de raizes revelaram o potencial antihelmintico da
espécie (ANDRADE et al., 2014). Estudos com extratos de caule, folhas, flores e frutos
revelaram um alto teor de aminoacidos sulfurados, principalmente a cisteina, um dos
componentes da queratina. Dessa forma, o extrato da planta é capaz de ajudar na
reconstrucdo da queratina e no crescimento da haste do cabelo, sendo utilizada como
matriz para a industria de cosméticos relacionados com o crescimento capilar (BELLE;
BELAUBRE, 2011). Além disso, a analise dos 6leos essenciais demonstrou acéao
antioxidante, inseticida e antimicrobiana (MCNEIL et al., 2010).

Tendo em vista os potenciais medicinal e ornamental de C. spinosa, além da
vulnerabilidade dos seus locais de ocorréncia e da dificuldade de germinacgéo, diversas
metodologias biotecnologicas vém sendo aplicadas a espécie no Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas (Labplan), pertencente ao Nucleo de Biotecnologia Vegetal
(NBV) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

A micropropagacdo da espécie foi estabelecida a partir do cultivo de explantes
hipocotiledonares e epicotiledonares (segmentos nodais e internodais) em meio de cultura
suplementado com diferentes reguladores de crescimento (ALBARELLO et al., 2006)
(Figura 2a e 2b). A partir de segmentos caulinares de plantas propagadas in vitro foram
estabelecidos protocolos de calogénese, com a inducéo de linhagens celulares produtoras
(Figura 2c) e ndo-produtoras (Figura 2d) de B-caroteno (ALBARELLO et al., 2007), além
do estabelecimento de culturas de células em suspensdo (ALBARELLO, 2005) (Figura
2e). Também j& foram realizados estudos visando a germinacao in vitro com a espécie
(CASTRO et al.,, 2014) (Figura 2f). A partir de plantas germinadas in vitro, foi
estabelecida a multiplicacéo de raizes de forma eficiente utilizando segmentos radiculares
cultivados em meio enriquecido com auxinas (MORAES, 2015) (Figura 2g). Os estudos

biotecnoldgicos foram associados a estudos farmacologicos atraves da avaliagdo do
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potencial medicinal de extratos oriundos de plantas propagadas in vivo e culturas de calos,
em comparagao com extratos obtidos a partir de material coletado a campo. Esses estudos
revelaram resultados positivos para atividades anti-inflamatéria e analgésica
(ALBARELLO etal., 2013).

Considerando o0s resultados positivos alcancados com a espécie no
estabelecimento de protocolos in vitro, foram iniciados estudos de conservagdo em longo
prazo por meio da criopreservagdo de plantas propagadas e mantidas in vitro, visando a
manutencdo do seu potencial morfogénico (VILARDO, 2015).

A avaliacdo prévia dos materiais vegetais de C. spinosa produzidos in vitro
revelou que os mais indicados para a criopreservacao foram os &pices caulinares uma vez
que apresentaram capacidade de regeneracao superior a segmentos nodais e caulinares. A
exposicdo de apices caulinares a diferentes concentracdes de sacarose permitiu selecionar
as melhores condicdes de pré-cultivo (0,3M por 24 h ou 0,25M - 0,5M de sacarose por
48h) nas quais o teor hidrico dos materiais foi reduzido sem perda da capacidade de
regeneracdo. Nesses primeiros estudos, foram empregadas as técnicas de Vitrificacdo e
de V-Crioplaca utilizando as solucdes crioprotetoras, PVS2 e PVS3.

Os resultados demonstraram que, empregando a técnica de Vitrificacdo foram
alcangados 26% de recuperagdo do material. Por outro lado, o emprego da metodologia
de V-Crioplaca, aumentou em quase trés vezes a recuperagdo dos apices criopreservados
(VILARDO, 2015) (Figura 3a-3c).

Diante dos resultados positivos alcancados nos primeiros estudos de
criopreservacdo com C. spinosa, o presente trabalho visou dar continuidade a esta linha
de pesquisa com a espécie. Foram avaliadas novas condicGes para a etapa de recuperacao
apos a criopreservacdo empregando a técnica de V-Crioplaca, além de serem
estabelecidos protocolos de criopreservacao pela técnica de D-Crioplaca.

O trabalho também avaliou a manutengdo das caracteristicas morfolédgicas da
espécie por meio da aclimatizagdo das plantas oriundas do processo de criopreservacao,
assim como as estabilidades genética e fitoquimica desses materiais, pelo uso de técnicas
de marcadores moleculares e analises cromatograficas, respectivamente. Esses estudos
permitirdo assegurar a qualidade do material para uso em estudos fitoquimicos e

farmacologicos.



Figura 2 - Cultivo in vitro de C. spinosa: estudos realizados no Laboratdrio de
Biotecnologia de Plantas (LABPLAN/NBV/UERJ).

Legenda: Plantas propagadas in vitro mantidas em estoque em meio MSO (a); Proliferacéo de
brotos em culturas mantidas em meio MS + 1,0 mg.Lt BA + 0,1 mg.L* AIA (b);
Calos produtores de carotenoides produzidos em MS + 1.0 mg.L™* 2,4-D (c); Calos
friaveis produzidos em meio MS + 0.1 mg.L* PIC (d); Culturas de células em
suspensdo iniciadas a partir dos calos produtores de carotenoides (e); Germinag&o in
vitro (f); Cultura de raizes obtidas a partir de explantes radiculares de plantas
propagadas in vitro mantidos em meio MS + 3,0 mg.L ™ IBA (g). Barras = 1 cm.
Fotos: Acervo fotogréafico do Labplan.
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Figura3 - Estudos de criopreservacdo com C. spinosa através da técnica de V-
Crioplaca.

Legenda: Resposta regenerativa apds a criopreservagao nos periodos de um més (a); dois meses (b); seis
meses (c). Barras = 1 cm.
Fotos: Anna Flavia Vilardo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Criopreservar &pices caulinares de plantas propagadas in vitro de Cleome spinosa
utilizando as técnicas de V-Crioplaca e D-Crioplaca e realizar os monitoramentos

genético e fitoquimico dos materiais criopreservados.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar o efeito de diferentes concentracdes e tempos de exposicao ao fitorregulador
BAP durante a etapa de recuperacdo dos apices caulinares criopreservados pela
técnica de V-Crioplaca;

v Investigar a influéncia da temperatura e tempos de exposi¢do a PVS2, em associacéo
com as condi¢des de recuperacdo avaliadas para a técnica de V-Crioplaca;

v Investigar o uso de alta concentracdo de sacarose no pré-tratamento e na solucéo de
polimerizacdo para a técnica de D-Crioplaca;

v Auvaliar o efeito do tempo de exposicao e da concentracdo de sacarose na solucao de
loading na criopreservacdo por D-Crioplaca;

v Determinar o efeito do tempo de dessecacdo em silica gel e da suplementacdo com
BAP na recuperacdo dos materiais criopreservados pela técnica de D-Crioplaca;

v' Realizar a aclimatizacdo das plantas recuperadas ap6s a criopreservacdo para a
técnica de V-Crioplaca;

v' Realizar a analise da estabilidade genética das plantas recuperadas ap6s a
criopreservacao utilizando os marcadores moleculares SCoT e ISSR;

v' Comparar o perfil fitoquimico das plantas recuperadas em relagdo as plantas
mantidas in vitro e cultivadas in vivo empregando a técnica de cromatografia liquida

de alta eficiéncia.
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3. METODOLOGIA

3.1 Material botanico e condic¢des de cultura

Como fonte de material bioldgico, foram utilizadas plantas propagadas in vitro de
Cleome spinosa estabelecidas em meio MS suplementado com 1,0 mg.L? de BAP
(ALBARELLO et al., 2006). Um exemplar representativo da espécie encontra-se
depositado no Herbério da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob registro HRJ
7639.

O estoque de plantas tem sido mantido por meio de subcultivos mensais, a partir
da inoculacdo de segmentos caulinares (2-3 cm), providos da regido apical, em frascos de
cultura (12 x 5 cm) contendo 30 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem
suplementacdo hormonal (MS0), enriquecido com 0,09 M de sacarose e solidificado com
8 g.L! de agar. O pH dos meios de cultura é ajustado para 5,8 antes da autoclavagem
(121°C por 15 min). As culturas sdo mantidas em camara de crescimento a 26 + 2°C, com
intensidade luminosa de 45 pmol m™s? fornecida por lampadas fluorescentes brancas,
sob fotoperiodo de 16 horas.

A partir das plantas em estoque foram preparadas microestacas (1 cm), contendo
pelo menos uma regido nodal (Figura 4a), as quais foram inoculadas em frascos de cultura
(9 x 5,5 cm) com meio MSO (4 microestacas/frasco). Ap6s 2-3 semanas em cultivo, 0s
apices caulinares (1,5 mm) foram excisados e utilizados nos ensaios de criopreservacao
(Figura 4b).
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3.2 Criopreservacao

Os experimentos de criopreservacdo foram realizados no Laboratério de
Biotecnologia de Plantas (Labplan) pertencente ao Nucleo de Biotecnologia Vegetal
(NBV) da UERJ.

3.2.1 Preparo das Crioplacas

Os éapices caulinares excisados das microestacas foram aderidos a Crioplacas de
aluminio (7 mm largura x 37 mm comprimento x 0.5 mm espessura), contendo 10 pocos
(Figura 4c) seguindo a metodologia estabelecida por Yamamoto e colaboradores (2011).
As Crioplacas utilizadas no presente estudo foram cedidas pelos pesquisadores Dr.
Florent Engelmann (IRD/ Franca) e Dr. Takao Niino (NIAS/Japéo).

Uma gota (2 pL) de solucdo de alginato de sddio (3%) foi distribuida em cada
poco da Crioplaca com o auxilio de uma pipeta. A seguir, os apices foram depositados
sobre a solugéo de alginato e o volume do pogo foi completado com mais uma gota da
solucdo. Em seguida, foi gotejada solucdo de cloreto de calcio (CaCl;) ao longo da
superficie das Crioplacas, permanecendo por 15 minutos até a completa polimerizacao.
O excesso da solucdo de CaCl» foi removido com o auxilio de uma pipeta e as Crioplacas
foram secas em papel de filtro (Whatman n°1).

Figura 4 - Apices caulinares de C. spinosa utilizados na criopreservacao.

1cm

Legenda: Microestacas in vitro em meio MSO (a); Explante isolado (b); Apices aderidos as Crioplacas (c).
Barras = 1cm. Fotos: Anna Flavia Vilardo, 2014.
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3.2.2 Técnica de VV-Crioplaca

Baseando-se nos primeiros estudos de criopreservacdo de apices caulinares de C.
spinosa pela técnica de V-Crioplaca (VILARDO, 2015), foram avaliados novos fatores,
visando otimizar a recuperacao dos apices criopreservados.

Apices caulinares pré-cultivados em 25 mL de meio MS contendo concentragdes
crescentes de sacarose (0,25 M - 0,5 M), permanecendo 24h em cada concentracdo, foram
aderidos a Crioplaca de aluminio. Em seguida, as Crioplacas foram transferidas para
criotubos contendo 2 mL da solucdo de loading (2,0 M de glicerol e 0,4 M de sacarose),
preparada em meio MS, permanecendo em contato com a solu¢do por 20 min a
temperatura ambiente.

Logo apds a exposicdo ao loading, o material foi exposto a 2 mL da solucao de
vitrificacdo PVS2 (30% de glicerol, 15% de etilenoglicol, 15% de DMSO e 0,4 M de
sacarose), preparada em meio MS. O material permaneceu imerso na solucdo por
diferentes periodos de tempo (15, 30, 45, 60 e 90 min), em temperatura ambiente (25 ‘C)
ou0°C.

As Crioplacas foram transferidas para criotubos completamente preenchidos por
nitrogénio liquido (NL), sendo mantidas nesta condi¢do por cerca de 15 min.

3.2.2.1 Reaquecimento e recuperagédo

Para o reaquecimento do material, as Crioplacas foram removidas do NL e imersas
diretamente em solucdo de alta osmolaridade, denominada solugdo unloading (meio MS
acrescido de 1,2 M sacarose), onde permaneceram por 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, os apices foram removidos das Crioplacas com auxilio de uma
pinga, secos em papel de filtro (Whatman n°1) e transferidos para frascos de cultura (4,5
cm X 4,5 cm) contendo 15 mL de meio MS sélido acrescido de diferentes concentracoes
da citocinina BAP (0,1; 0,5; 1,0 mg.L™). Foram inoculados trés a quatro apices por frasco,
0S quais permaneceram no escuro durante 24 h. Apdés este periodo, as culturas foram
transferidas para luz difusa (20 pmol m s1) por sete dias e em seguida para condices

de luminosidade padrio (45 pmol m? s1). O tempo de exposicdo ao regulador de
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crescimento também foi avaliado. Os apices foram mantidos na presenca de BAP por 15
ou 30 dias e a sequir, transferidos para meio MS0.

Para investigar o efeito dos tratamentos de criopreservagdo sem a etapa de
resfriamento em NL, os apices foram tratados como descrito anteriormente, porém foram
lavados em solucdo de unloading por 20 minutos logo apds a exposi¢do ao PVS2 e
inoculados em meio de recuperacéo.

O protocolo de V-Crioplaca esta esquematizado na Figura 5.

Figura 5 — Etapas metodoldgicas estabelecidas para a técnica de V-Crioplaca.

(-
-—
) 7
V74 Alginato de ] =
- - m ;mﬁo — i »
= -
—
Plantas propagadas Microestacas Apice

3 . Pré-cultivo Loading
pmviro (2-3 semanas) isolado MS + (0,3 0,5; 0,25- CaCl, 20 min; 25 °C

(2mm) 0,5: 0,5-0,75 M sac) ﬂ
'

48h
. PVS2 (25°Ce0°C)
S (15,30, 45, 60 e 90 min)

N—
= = = =
. Subcultivo para Recuperagdo Reaquecimento Imersédo em
(O hrv meio MSO MS+0,1: 0,5: 1,0 mgL! BAP Unloading (1.2 M) Nitrogénio Liquido
15 ou 30 dias 20 min; 25 °C

Legenda: llustracéo por Adriana Lanziotti.
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3.2.3 Técnica de D-Crioplaca

3.2.3.1 Etapa de preé-cultivo

Os apices caulinares (1,5 mm) isolados das microestacas foram submetidos ao
pré-cultivo em placas de Petri contendo 25 mL de meio MS sélido suplementado com
altas concentracgdes de sacarose (0,3 ou 0,5 M) por 48 h ou em concentragdes crescentes
doacucar (0,25-0,5; 0,5 - 0,75), permanecendo por 24 h em cada concentragdo. As placas
foram mantidas em sala de cultura sob as condic¢des padréo anteriormente descritas.

O teor hidrico residual apds o pré-cultivo foi determinado com base nos pesos de
matéria fresca e seca de 15 apices submetidos a cada um dos tratamentos avaliados,

obedecendo a seguinte formula:

Teor hidrico = @ X 100

O peso de matéria seca foi determinado apds 24 h em estufa a 60 °C.
A viabilidade dos &pices foi avaliada 30 dias apds o pré-cultivo através da
transferéncia do material para meio MS suplementado com 0,5 mg.L™ de BAP.

3.2.3.2 Exposicao ao loading e dessecacdo em silica gel

Apds o pré-tratamento, os apices foram aderidos as Crioplacas, como descrito no
item 3.2.1, utilizando as solucdes de alginato de sddio e cloreto de célcio a 0,09 M ou 0,6
M de sacarose. O efeito do tratamento com a solucdo de loading (2,0 M de glicerol e 0,4
M de sacarose) foi avaliado utilizando-se diferentes periodos de exposicdo (20 min e 40
min), além do aumento na concentragéo de sacarose (0,8 M) por exposicao de 20 minutos.
Apbs o tratamento com loading, o material foi dessecado na presenca de silica gel por
diferentes periodos de tempo (30, 60, 90, 120, 150 e 180 min) a 25°C.
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Para a realizacdo da dessecacdo, foram preparados frascos de vidro (6,0 x 5,5 cm)
contendo cerca de 50 g de silica gel (1-4 mm; Sigma). Os frascos foram autoclavados e,
em seguida, mantidos em estufa a 100 °C por cerca de 48 h para garantir a qualidade da
silica. A seguir, uma folha de papel de filtro, também estéril, foi disposta sobre a camada
de silica gel e as Crioplacas foram transferidas para os frascos (2 Crioplacas/frasco). O
nivel de dessecagdo do material foi aferido com base no teor hidrico residual, segundo a
férmula descrita acima. Para avaliar a viabilidade dos apices sem a etapa de resfriamento
em NL, o material foi transferido para meio MS acrescido de 0,5 mg.L™* de BAP apds a
exposicao a silica gel.

Apos as etapas de desidratacdo, as Crioplacas foram transferidas para criotubos
preenchidos com NL, onde permaneceram por cerca de 15 min.

3.2.3.3 Reaquecimento e recuperacéo

Essas etapas seguiram a mesma metodologia descrita anteriormente no item
3.3.2.1. Porém, foi testada apenas uma concentragdo de BAP (0,5 mg.L™) por 15 ou 30
dias.

O protocolo padréo de D-Crioplaca esta esquematizado na Figura 6.
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Figura 6 — Etapas metodoldgicas estabelecidas para a técnica de D-Crioplaca.
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Cimicema iy meio MS0O MS + 0,5 mg.L"! BAP Unloading (1,2 M)  Imerséo em
/ 30 dias 20 min: 25 °C Nitrogénio Liquido

Legenda: llustracéo por Adriana Lanziotti.

3.2.4 Anélise estatistica

A eficiéncia do processo de criopreservacdo foi avaliada através da sobrevivéncia
(percentual de apices que apresentam coloracdo verde e inicio de crescimento), aferida
quatro semanas ap0s a criopreservacdo e pela recuperacdo (percentual de plantas
completas regeneradas), oito semanas apds a criopreservacao.

Para cada tratamento foram utilizados 30 apices, constituindo 3 (trés) repeticdes
com 10 apices. Para a anélise estatistica, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as meédias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05), utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Os dados foram

apresentados nas tabelas como média + erro padréo.
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3.3 Aclimatizacao

Para a etapa de aclimatizacdo, foram utilizadas plantas com 16 semanas de
desenvolvimento, recuperadas apds o processo de criopreservacao pela técnica de V-
Crioplaca. O procedimento foi realizado conforme descrito por Albarello e colaboradores
(2013).

Foram selecionadas nove plantas propagadas in vitro mantidas nas condicdes de
cultivo padréo (item 3.1) por 16 semanas com, em média, 10 cm de altura. Com o auxilio
de uma pinga, as plantas foram retiradas dos frascos e suas raizes foram lavadas em &gua
corrente para a remocao do excesso dos residuos de meio de cultura. Em seguida, foram
transplantadas para vasos de jardinagem (7 x 10,5 cm) contendo terra preta adubada e
cobertos com campanulas pléasticas transparentes. Os vasos foram dispostos em bandejas
plasticas com uma fina ldmina de agua a qual foi trocada a cada dois dias e mantidos a
28+3 °C sob fotoperiodo de 12 horas. Ap6s 15 dias, as campanulas foram gradualmente
perfuradas com um estilete e totalmente removidas ao final de 60 dias (Figura 7). Apés a
retirada das campanulas, foram acrescidos, semanalmente, 2 mL de solucdo de sais do
meio MS por um periodo de 30 dias.

A altura das plantas, o nimero de folhas e a taxa de aclimatizacéo foram aferidos

apos 30 e 60 dias, em condicdes ex vitro.

Figura 7 - Etapas metodoldgicas empregadas para a Aclimatizacdo das plantas.

Aclimatizagio >

60 dias

Planta oriunda de
Criopresevagio

Legenda: llustragdo por Adriana Lanziotti
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3.4 Analise da estabilidade genética

Os experimentos de estabilidade genética foram realizados no Laboratorio de
Marcadores Moleculares de Plantas (LMMP) pertencente ao NBV, sob supervisdo da

Bidloga Dra. Livia da Silva Cordeiro, bolsista do programa Qualitec/UERJ.

3.4.1 Material vegetal

Para a avaliacdo da estabilidade genética, nove plantas propagadas in vitro foram
selecionadas randomicamente e numeradas de 1 até 9. Apices caulinares excisados dessas
plantas foram criopreservados pela técnica de V-Crioplaca utilizando o seguinte
protocolo: pré-cultivo em meio MS contendo concentracdes crescentes de sacarose (0,25
M - 0,5 M), permanecendo 24h em cada concentracdo; exposicdo a solucdo de loading
por 20 minutos e solugdo PVS2 (0 °C) por 90 minutos; seguido de imersdo (+NL) ou ndo
(-NL) em nitrogénio liquido; utilizando meio MS acrescido de 0,5 mg.L™ de BAP por 15
dias como condicdo de recuperagdo. As plantas regeneradas (+NL e -NL) a partir dos
apices caulinares criopreservados, com 12 semanas de cultivo in vitro, foram comparadas
as suas respectivas plantas matrizes quanto aos seus padrdes de amplificacdo obtidos por
meio das técnicas de marcadores moleculares SCoT (Start Codon Targeted
Polymorphism) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) (Figura 8).

3.4.2 Extracdo e quantificacdo de DNA

Foram avaliados trés protocolos distintos visando a extracdo do DNA gendmico
da espécie: CTAB (LANZA et al., 1997), SDS (DELLAPORTA et al., 1983) e CTAB
modificado (HEALEY et al., 2014). Para a determinacdo do melhor rendimento, foram
utilizadas diferentes quantidades de folhas (100, 150, 200 e 250 mg). As folhas excisadas
foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio devidamente identificados,

mantidos em nitrogénio liquido até o0 momento da realizacdo dos experimentos.
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Para verificar a quantidade e qualidade do DNA extraido, aliquotas de DNA
obtidas de cada amostra foram quantificadas em gel de agarose 0,8 % preparado com
tampéo TBE 1x. A eletroforese foi realizada a 150V por 60 minutos. O gel foi corado
com 0,04pL.mL"* (v/v) de Brilliant Green Plus DNA Strain (Neotaq), visualizado sob luz
ultravioleta e posteriormente fotografado pelo programa de captura de imagens L-Pix-ST
Loccus Biotecnologia. A concentragdo da amostra ap6s a extragdo de DNA foi
determinada mediante a comparagéo visual da intensidade das bandas geradas com as do
padrio A (25, 50, 75 € 100 ng pl?).

Uma vez determinado o protocolo mais adequado para a extracéo, as amostras de
DNA obtidas foram armazenadas a -20 °C para serem utilizadas nos ensaios de

marcadores moleculares.

Figura 8 - Etapas metodoldgicas para a selecdo do material boténico utilizado para as
analises moleculares.

Criopreservagdo -NL =-P1, -P2, -P3, -P4, -PS, -P6, -P7, -PS, -P9 12 semanas
o o  C—  C—

V-crioplaca +NL = +P1, +P2, +P3, +P4, +P5, +P6, +P7, +P8, +P9

Microestacas Apices

(P1-P9) Caulinares Plantas
1-P9
(lflln;:nsPEsstl;);lu; ® ) Recuperadas
- P2, P3. P4, P5 -NL e +NL
P6, P7, P8, P9) (P1-P9)
Extracio DNA
> LANZA et al., 1997 <

DELLAPORTAetal, 1983
HEALEY etal,, 2014

I

Técnicas de
Marcadores Moleculares
SCoT(Collard and Mackill, 2009)
ISSR (Zietkiewicz et al. 1994)

Legenda: llustracdo por Adriana Lanziotti.
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3.4.3 Andlise pela técnica SCoT (Start Codon Targeted Polymorphism)

Foram avaliados 15 oligonucleotideos iniciadores (primers) compostos por 18
bases, projetados por Collard e Mackil (2009) e utilizados por Rathore e colaboradores
(2013) para outra espécie do género Cleome (Quadro 1).

Para as reagdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) da técnica SCoT foi testada
a metodologia descrita por Collard e Mackil (2009). As reactes de PCR continham 25 ng
de DNA, tampéo PCR 1x, 1,5 mM de MgClz, 0,24 mM de dNTP e 0,8 uM de primer e
agua Milli-Q para completar o volume final de 10 pl. Foram avaliadas duas concentragdes
de Taq DNA polimerase (Sigma), 1,5U e 2,5 U.

As reacBes foram realizadas em um termociclador PTC (Mastercycler, Eppendorf)
e o programa de amplificacdo utilizado consistiu em uma etapa de desnaturacdo inicial a
94 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos constituidos de: desnaturacdo a 94 °C por 1 min,
etapa de anelamento a 50 °C durante 1 min, extenséo a 72 °C durante 2 min e finalizagéo
com 1 ciclo a 72 °C por 5 min (Collard; Mackill, 2009). Visando otimizar as condicdes
de PCR, para obtencdo de bandas nitidas e reprodutiveis, também foram avaliadas outras

duas temperaturas de anelamento: 48 e 52 °C.

3.4.4 Andlise pela técnica de ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Foram avaliados 17 primers (Quadro 1) utilizados em estudos com C. spinosa a
fim de selecionar aqueles que resultassem em um maior numero de bandas (DOMYATI
etal., 2011). As reacdes de PCR continham 25 ng de DNA, tampéo PCR 1x, 3,0 mM de
MgCly, 0,25 mM de dNTP, 0,8 uM de primer, 2,5 U de Tag DNA polimerase (Sigma) e
agua Milli-Q para completar o volume final de 10 pl.

As reagdes foram realizadas em um termociclador PTC (Mastercycler, Eppendorf)
e 0 programa de amplificacdo utilizado consistiu em uma etapa de desnaturagéo inicial a
94 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos constituidos de: desnaturacdo a 94°C por 1 min,
etapa de anelamento a 40 °C durante 2 min, extensdo a 72°C durante 2 min e finalizagéo
com 1 ciclo a 72 °C por 7 min. Também foram avaliadas outras temperaturas de

anelamento, a saber: 42, 45 e 48 °C.
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3.4.5 Anélise dos produtos de amplificacdo gerados a partir das técnicas SCoT e ISSR

Para a visualizacdo dos resultados obtidos com ambas as técnicas de marcadores
moleculares, os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
preparado com tampéo TBE 1x, corados com 0,04uL.mL"1 (v/v) de Brilliant Green Plus
DNA Strain. As eletroforeses foram realizadas a 150 v por 150 minutos em gel de agarose
a 1,4% e a 80 v por 240 min em gel de agarose a 1,8%, para as técnicas SCoT e ISSR,
respectivamente. O padréo de bandas formado no gel foi visualizado sob luz ultravioleta
e posteriormente fotografado pelo programa de captura de imagens L-Pix-ST Loccus
Biotecnologia. Todas as amplificacdes foram repetidas duas vezes e somente as bandas
reprodutiveis foram consideradas para analise. O tamanho dos produtos de amplificacdo
gerados foi inferido por meio de comparagdo com o marcador de peso molecular
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (100-3000 bp)

Foi realizada avaliacdo quanto a presenca ou auséncia de bandas nas amostras de
plantas obtidas a partir de apices caulinares criopreservados (-NL e +NL), em comparacao
com suas respectivas plantas matrizes. O grau de similaridade das amostras foi calculado
tomando como base o indice de Jaccard (JACCARD, 1908).

[SG ()] = (@a+b+0

Em que :

| = Planta Matriz (Px);

J = Amostras (Px- e Px+);

a = Numero total de bandas comuns a todos os individuos;

b = NUmero total de bandas que aparecem em |, mas ndo aparecem em J;
¢ = Numero total de bandas que aparecem em J, mas nao aparecem em |I.
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Quadro 1 - Primers utilizados na triagem inicial para as técnicas de SCoT e ISSR.

SCoT ISSR
Cadigo Cadigo
do Sequéncia (5° — 3°) do Sequéncia (5” — 37)
primer primer
S1 CAACAATGGCTACCACCA 11 CTCTCTCTCTCTCTCTTG
S2 CAACAATGGCTACCACCC 12 CTCTCTCTCTCTCTCTAG
S3 CAACAATGGCTACCACCG 13 CTCTCTCTCTCTCTCTGC
S4 CAACAATGGCTACCACCT 14 CACACACACACAAC
S5 CAACAATGGCTACCACGA 15 CACACACACACAGT
S6 CAACAATGGCTACCACGC 16 GAGAGAGAGAGAGG
S7 CAACAATGGCTACCACGG 17 GTGTGTGTGTGTGG
S12 ACGACATGGCGACCAACG 18 GAGAGAGAGAGACC
S13 ACGACATGGCGACCATCG 19 GTGTGTGTGTGTCC
S16 ACCATGGCTACCACCGAC 10 CACCACCACGC
S17 ACCATGGCTACCACCGAG 111 GAGGAGGAGGC
S27 ACCATGGCTACCACCGTG 112 CTCCTCCTCGC
S28 CCATGGCTACCACCGCCA 113 GTGGTGGTGGC
S32 CCATGGCTACCACCGCAC 114 GTGTGTGTGTGTGTGTC
S33 CCATGGCTACCACCGCAG 115 |ACACACACACACACACG
- - 116 CACACACACACAAG
- - 117 CACACACACACAGG
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3.5 Determinacéo do perfil fitoquimico

Os experimentos fitoquimicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em
Produtos Naturais (LPPN) e no Laboratorio de Cromatografia (Cromatolab), ambos
pertencentes ao NBV, sob supervisdo dos Farmacéuticos MSc. Iranilda Calado e MSc.
Eduardo Nunes da Fonseca (IBRAG/UERJ). As anélises por cromatografia liquida de alta
acoplada a detector de UV, foram realizadas na Central Analitica Fernanda Coutinho —
Instituto de Quimica (UERJ), sob supervisdo do Farmacéutico MSc. Eduardo Nunes da

Fonseca.

3.5.1 Material vegetal

Para a analise fitoquimica foram utilizados materiais coletados a campo e obtidos
sob condicdes in vitro. O material in vivo (PV), constituido de parte aérea (folha e caule),
foi coletado em fevereiro de 2019, quando as plantas estavam no periodo de floragdo. O
material produzido sob condigdes in vitro apresentou duas origens: plantas propagadas in
vitro, mantidas como estoque em meio MSO (PE) e plantas regeneradas in vitro a partir
do desenvolvimento de apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca
(PC).

3.5.2 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos vegetais (Figura 9), o material obtido a partir de
diferentes origens foi pesado, identificado e armazenado em frascos transparentes (13 cm
X 6,5 cm) a temperatura de -20 °C por dois dias. Apds o congelamento, foram liofilizados
por cinco dias e, em seguida, pulverizados com o auxilio de moinho IKA® WERKE
(MF10 basic).

O material vegetal seco (10g) foi submetido a extragdo por maceracdo em metanol

P.A (VETEC; 125 mL). Os frascos foram mantidos no escuro, sob agitagcdo constante
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(110 rpm) e a temperatura de 26 = 2 °C por 14 dias. Apos esse periodo, as amostras foram
filtradas em papel Whatman (n° 1) e concentradas sob vacuo em evaporador rotatorio
(Marconi®) a 35 °C.

Figura9 - Etapas metodologicas empregadas para a preparacdo e extratos metanolicos
por maceragéao.
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Planta in vivo, Plantain vitro, Agitacdo (110 rpm) — escuro
Planta oriunda de Criopresevagdo 15 dias

Analise |
cromatografica
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AN CERE N

Extrato

Legenda: llustracdo por Adriana Lanziotti

3.5.3. Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD-UV)

Os extratos foram diluidos em metanol grau espectroscopico (Tedia, Brasil) na
concentragio de 1 mg.mL?. Em seguida, foram solubilizados em ultrassom por 15
minutos e filtrados em filtros Millipore de 0, 45 um. (Merck Alemanha).

As amostras foram submetidas a analise por cromatografia com fase liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em cromatdgrafo liquido (ultra) Agilent® 1260 Infinity, equipado
com bomba LC-10AD, misturador FCV 10AL, desgaseificador DGU-14A, forno CTO-
10AS, controlador SCL-10A e detector de UV com arranjo de diodos (DAD-UV) SPD-
MZ10A. As amostras foram separadas em coluna Thermo Scientific® Hypersil Gold RP18
(250 mm x 4,6 mm com particula de 5 A). A eluicio da fase mdvel ocorreu por gradiente
do tipo rampa, com inicio em 95 % de agua ultrapura (MilliQ®) acidificada com acido
acético glacial (Sigma-Aldrich®) a pH 3,5, denominado solvente A, e 5 % de acetonitrila

(Tedia®), denominado solvente B, (0 - 2 min), decaimento de 95 % de A e 5 % de B, para
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0% de A e 100 % de B (2 - 45 min), 100 % de B (45 — 55 min) e, retorno para condi¢édo
inicial nos cinco minutos finais (55 - 60 min). A obtencéo dos espectros UV ocorreu no
intervalo de 210 e 600 nm. O fluxo foi de 1 mL/min e um volume de injecé&o de 10 L.
Os resultados foram submetidas a analise de Cluster usando como base o
coeficiente de similaridade segundo Jaccard (JACCARD, 1908) e um dendrograma foi

construido com o programa PAST a partir dos resultados de agrupamento.
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4 RESULTADOS

4.1. Criopreservacao por V-Crioplaca

Os primeiros experimentos com a técnica de V-Crioplaca, basearam-se no cultivo
dos &pices em meio de recuperacdo suplementado com diferentes concentra¢fes do
regulador de crescimento BAP (0,1 e 1,0 mg.L™) por um periodo de 30 dias.

Apices néo resfriados expostos a PVS2 a 25°C por 15 a 60 minutos (Tabela 1) ndo
apresentaram diferencas significativas nas porcentagens de sobrevivéncia quando
inoculados em meio acrescido de 0,1 mg.L* de BAP por 30 dias. Porém, quando o tempo
de exposicdo a solucdo crioprotetora foi ampliado para 90 min, ocorreu reducdo
significativa dos valores de sobrevivéncia. Com relacdo a recuperacdo desses materiais,
os valores alcancados apresentaram reducdo estatisticamente significativa apds a
exposicao a 60 e a 90 min. Por outro lado, a exposicdo dos &pices ndo resfriados a PVS2
na temperatura de 0°C resultou em valores de sobrevivéncia de 86 a 100% e de
recuperacdo de 76 a 100%, sem apresentar diferencas estatisticas, independentemente do
tempo de exposicao a solugdo crioprotetora.

Para os apices resfriados em NL e tratados com PVS2 a 25°C, ndo foram
observadas taxas de sobrevivéncia e, consequentemente, de recuperagdo para 0S
tratamentos com menores tempos (15 e 30 min) e nem pelo periodo mais longo de
exposicdo (90 min). Os maiores valores médios de sobrevivéncia (13%) e recuperagdo
(10%) foram observados apOs exposicdo por 45 minutos a solucdo de vitrificacdo.
Entretanto, quando a temperatura de exposi¢do a PVS2 foi reduzida (0°C), observou-se
um aumento das taxas de sobrevivéncia (43%) e recuperacéo (23%) no tratamento por 60
min (Tabela 1).

Os brotos regenerados a partir de apices nao resfriados em NL (Figura 10a),
apresentaram um desenvolvimento mais rapido quando comparados aqueles oriundos de
apices criopreservados (Figura 10b). Apds a primeira semana em meio de recuperacao,
esses brotos ja apresentavam o primeiro par de folhas, enquanto esta resposta s foi
observada no material resultante de imersdo em NL com 15 dias em cultura. Observou-

se gue os brotos provenientes do tratamento controle eram mais alongados do que aqueles
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desenvolvidos a partir de apices imersos em NL. Porém, a transferéncia para meio MSO
possibilitou o alongamento dos brotos criopreservados (Figura 10c).

Apesar das baixas porcentagens de sobrevivéncia e recuperagéo, o cultivo dos
apices por 30 dias em presenca de BAP em concentragao reduzida (0,1 mg.L ™) ndo afetou
0 processo de enraizamento, principalmente para os &pices ndo imersos em NL. Apices
cultivados em meio acrescido de 0,1 mg.L™ BAP ja apresentavam o desenvolvimento de
raizes ap6s 15 dias em meio de recuperacdo (Figura 10a). Quando transferidas para MSO,
tanto as partes aéreas como as raizes se alongaram, possibilitando sua manutenc&o in vitro

por longos periodos.

Tabelal- Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa pela técnica de V-
Crioplaca utilizando a suplementacdo do meio de recuperagdo com 0,1
mg.L de BAP, por 30 dias.

Temperatura TempoNde‘ Sobrevivéncia (%) Recuperacéo (%)
deexposiciod  Usa(miny  -NL +NL -NL +NL

0 100+0,0? oP 100+0,0? b

15 100+0,0? Qv 73,3+8,8° b

S5oC 30 100+0,0? ov 63,3+3,3% oP
45 100+0,0? 13,3+13,3% 53,3+3,3% 10+£10%
60 76,7+14,5%® 6,6+6,6% 43,3+3,3° 3,3+3,3%®

90 60,0£5,7° ov 43,3+3,3° 0?

0 100+0,0? oP 100+0,0? b

15 100+0,0? (0 96,7+3,3? b

. 30 100+0,0? (0 86,7+6,62 b
e 45 86,7+13,3® 3,3+£3,3® 83,3+122 3,3%3,3%®
60 100+0,0? 43,3£3,3% 90,045, 72 26,6+3,3?
90 96,7+3,33% 3,3+3,3® 76,7+6,6 3,3+3,3%®

Os dados representam média + erro padro.
Letra iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
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Figura 10 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela
técnica de V-Crioplaca apds exposicdo a PVS2 a 0°C por 60 min e
posterior recupera¢do em meio MS com 0,1 mg.L™* de BAP, por 30 dias.

VRS . :

Legenda: Sobrevivéncia sem imersdo em NL (a); Sobrevivéncia apds imersao em NL (b); Recuperacédo
apos imersdo em NL (c). As setas indicam rizogénese. Barras =1 cm.

A suplementacdo do meio de recuperacdo com uma maior concentragdo (1,0
mg.L?) de BAP por 30 dias, resultou em um aumento nos valores percentuais de
sobrevivéncia e recuperacdo para 0s apices nao imersos em NL, principalmente com
relacdo ao uso da PVVS2 na temperatura ambiente (Tabela 2). Estes materiais apresentaram
taxas de sobrevivéncia que variaram de 96 a 100%, e taxas de recuperagéo de 80 a 100%,
independentemente da temperatura ou tempo de exposicéo utilizados no tratamento com
a solucdo de vitrificacdo.

O efeito positivo do aumento da concentracdo de BAP no meio de recuperacéo foi
visivelmente perceptivel quando a resposta de recuperacdo dos apices resfriados em NL
foi avaliada. De um modo geral, houve aumento das taxas de sobrevivéncia e recuperacéo
em todas as condicBes avaliadas. Além disso, independentemente da temperatura de
exposicdo a PVS2, foi observado um aumento gradativo da eficiéncia do processo de
criopreservacao com o aumento do tempo de exposicao a solucéo.

Apices resfriados submetidos a PV/S2 a 25°C atingiram uma taxa de sobrevivéncia
de até 30% quando expostos a solucdo por 90 minutos e 23% de recuperacdo para o
mesmo tratamento (Tabela 2).

A diminuicdo da temperatura de exposicdo a solucdo PVS2 (0°C) associada ao
aumento da concentracdo do regulador de crescimento, promoveu um aumento
significativo dos pardmetros avaliados. Quando o0s apices criopreservados foram expostos
a solucdo de vitrificagdo por 90 minutos, foi alcancada uma taxa de sobrevivéncia de 73%

(Tabela 2). Para 0 mesmo tratamento, obteve-se 66% de recuperacdo, um percentual vinte
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vezes maior em relacéo a resposta obtida quando o0 meio de recuperacéo foi suplementado
com 0,1 mg.L! BAP.

Como j& observado anteriormente, a temperatura de exposicdo a solugdo
crioprotetora ndo soO influenciou a quantidade, mas também a qualidade das plantas
obtidas. O tratamento com a solugéo crioprotetora realizado a temperatura ambiente, com
exposi¢do a PVS2 por 15 e 30 min, possibilitou o desenvolvimento de plantas de aspecto
fenotipico normal, tanto a partir de &pices nédo resfriados (Figura 1la-e), quanto para
aqueles imersos em NL (Figura 11f e 11g). Contudo, para o material tratado por maiores
periodos de tempo, a exposicdo a solucdo promoveu hiperhidricidade nos apices, que
apresentaram apenas o desenvolvimento de primordios foliares verde-escuros,
principalmente nos tratamentos por 45 e 60 min (Figura 11h e 11i). Esses apices
apresentaram apenas o desenvolvimento de primordios foliares verde-escuros e com
aspecto hiperhidrico. Embora em menor grau, a hiperhidricidade também foi observada
em apices tratados por 90 min (Figura 11j). Ja quando a PVS2 foi utilizada a 0°C, foi
evidenciada uma diminuicdo da ocorréncia de hiperhidricidade para todos os tempos
avaliados, independentemente da imersdo em NL, conforme pode ser observado na figura
12.

O aumento da concentragdo de BAP influenciou o processo rizogénico. As raizes
formadas em meio suplementado com 1,0 mg.L de BAP apresentavam um tamanho
menor quando comparadas aquelas desenvolvidas em meio contendo 0,1 mg.L* de BAP.
Esses resultados foram observados em todos os tratamentos avaliados,
independentemente do tempo ou temperatura de exposic¢do a solucao de vitrificacdo.

Apos a transferéncia para meio MSO, tanto os brotos oriundos de &pices nédo
resfriados (Figura 13a), como aqueles obtidos apds a criopreservacdo apresentaram
desenvolvimento normal. Neste caso, destaca-se o tratamento utilizando PVS2 a 0°C por
90 minutos (Figura 13b), no qual foram alcancadas as maiores porcentagens de
recuperacdo. Essas plantas mantiveram a capacidade de multiplicacdo in vitro ap6s 90
dias da criopreservacao, originando plantas de aspecto fenotipico normal (Figura 13c) e

raizes vigorosas (Figura 13d).
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Tabela2 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa pela técnica de V-
Crioplaca utilizando a suplementacdo do meio de recuperagdo com 1,0
mg.L de BAP, por 30 dias.

Temperatura Tempo~de‘ Sobrevivéncia (%) Recuperacédo (%)
de exposicdoa  €Xposicao a
PVS2 PVS2 (min) -NL + NL - NL + NL
0 100+0,0? 0° 100+0,0? 0°
15 100+0,0? 3,3+3,3¢ 83,3+3,3® 3,3+3,3¢
250 30 100+0,0? 3,3+3,3¢ 86,7+6,7% 3,3+3,3¢
45 96,7+3,3? 13,3+6,6" 76,7+3,3" 10,0+0,0¢
60 100+0,0? 16,6+3,3" 86,7+3,3® 13,3+3,3%
90 96,7+3,3? 30,045,7° 80,0+0,0° 23,3+3,3"
0 100+0,0? 0° 100+0,0? 0°
15 100+0,0? 0° 100+0,0% 0°
. 30 100+0,0? 6,6+3,3 100+0,0% 3,3+3,3¢
e 45 96,7+3,3? 20,045,7%¢ 93,3+3,3%® 3,3%3,3°
60 96,7+3,3? 40,0+0,0° 96,7+3,3? 23,3+3,3"
90 100+0,0? 73,3+3,3? 96,7+3,3? 66,6+3,3?

Os dados representam média * erro padrao.
Letra iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo
teste de Tukey.



Figurall - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela técnica de VV-Crioplaca apds exposicao a solucdo PVS2 a
25°C e posterior recupera¢do em meio MS com 1,0 mg.L* de BAP, por 30 dias.
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Legenda: Exposicéo por 15 (a, f); 30 (b, g); 45 (c, h); 60 (d, i); 90 minutos (e, j). A fileira superior representa os apices ndo imersos em NL e a inferior representa os apices
imersos em NL. Barras =1 cm.
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Figura 12 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela técnica de V-Crioplaca apds

exposicao a solucdo PVS2 a 0°C e posterior recuperacdo em meio MS com 1,0 mg.L™* de BAP, por 30 dias.

Legenda: Exposicao por 30 (a, e); 45 (b, f); 60 (c, g); 90 minutos (d, h). A fileira superior representa os apices nao imersos em NL e que a
inferior representa os imersos em NL. Barras = 1 cm.

¥9
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Figura 13 - Plantas regeneradas a partir de apices caulinares de C. spinosa
criopreservados pela técnica de V-Crioplaca apds exposicao a
solucdo PVS2 (0°C) por 90 min e posterior recuperacdo em meio
MS com 1,0 mg.L* de BAP por 30 dias.

Legenda: Recuperacdo sem imersdo em NL ap6s 60 dias (a); Recuperagdo com imersao em
NL apos 60 dias (b); Plantas ap6s 90 dias da criopreservacéo (c); Detalhe do
desenvolvimento de raizes ap6s 90 dias da criopreservacdo (d). Barras = 1 cm.

Tendo em vista o0s resultados obtidos com a manutencdo do material
criopreservado por 30 dias em meio de recuperacdo, foram realizados novos experimentos
utilizando o BAP por 15 dias por diferentes concentragdes (0,1; 0,5; 1,0 mg.L™).

Quando o0 meio de recuperagdo foi suplementado com 0,1 mg.L? de BAP, a
reducdo do tempo de exposicao ao regulador de crescimento resultou em diminui¢do nas
taxas de sobrevivéncia para apices nao resfriados em NL (Tabela 3), quando comparado
a manutencdo em presenca da mesma concentracdo de BAP por 30 dias (Tabela 1). Os
maiores percentuais de sobrevivéncia foram obtidos apds a tratamento com PVS2 nos
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menores tempos de exposicdo (15 e 30 min), independentemente da temperatura
empregada durante a exposi¢do a solucdo crioprotetora. A recuperacdo de &pices nao
imersos em NL também foi reduzida nesta nova condicdo (Tabela 3). Assim como
observado para a sobrevivéncia, os maiores valores foram alcancados nos menores
tempos de exposicdo a PVS2 (25°C e 0°C), com reducdo progressiva a medida que o
tempo de exposi¢do a solucdo foi elevado.

Da mesma forma, o uso de BAP no meio de recuperagcdo na menor concentracdo
e por um menor periodo de tempo, também afetou negativamente a sobrevivéncia e
recuperacao dos apices criopreservados (Tabela 3). Para 0os materiais submetidos a estas
condices, valores maximos de sobrevivéncia e recupera¢do nao ultrapassaram 6%, sendo

restritos aos tratamentos por tempos iguais ou superiores a 45 min de exposic¢ao ao PVS2.

Tabela 3 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa pela técnica de V-
Crioplaca utilizando a suplementagéo do meio de recuperagdo com 0,1 mg.L*
de BAP, por 15 dias.

Temperatura TempoNde‘ Sobrevivéncia (%) Recuperacéo (%)
et pusa(min  -NL N L AN
0 100+0,0? 0? 100+0,0? 0?
15 90+0,02 02 73,3£3,3° 0?
S50 30 76,7+3,3° 0? 70,0£0,0° 0?
45 70,045,7° 6,6+3,3° 56,7+3,3° 6,6+3,3°
60 66,7+3,3° 3,3+3,3° 50,0+5,7° 3,3+3,3°
90 53,3£3,3° 0? 46,7+3,3° 02
0 100+0,0? 0? 100+0,0? 0?
15 96,7+3,3? 0? 93,3+3,3? 0?
. 30 83,3+3,3? 0? 80,0+0,0% 0?
e 45 66,7+3,3° 0? 63,3+3,3° 0?
60 63,3+3,3° 6,6+3,3° 60,0£5,7° 3,3+3,3°
90 60,0+0.0° 6,6+3,3° 56,7+3,3° 3,3+3,3°

Os dados representam média + erro padréo.
Letra iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo
teste de Tukey.

A suplementagdo do meio de recupera¢do com uma concentracdo intermediéria

(0,5 mg.L™) de BAP por 15 dias, resultou em um aumento nos valores percentuais de
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sobrevivéncia e recuperacdo para 0s apices ndo imersos em NL (Tabela 4), quando
comparados ao experimento anterior (Tabela 3). Para esses materiais, conforme houve o
aumento do tempo de exposigdo & PVS2 a 25°C, houve uma diminuicdo do percentual de
sobrevivéncia. Apices ndo resfriados expostos a PVS2 a 25°C por 15 e 30 minutos
(Tabela 1) ndo apresentaram diferencgas significativas nas porcentagens de sobrevivéncia,
apresentando de 96 a 100%. Ja aqueles expostos a mesma temperatura, porém por
periodos mais longos (45, 60 e 90 min), apresentaram de 80 a 66% de sobrevivéncia.
Esses materiais mantiveram taxas de recuperacdo proporcionais as de sobrevivéncia, as
quais variaram de 100 a 60% para 0 menor (15 min) e o maior (90 min) tempo de
exposicao, respectivamente. Quando a solucéo crioprotetora foi utilizada a 0°C, houve
um aumento das taxas de sobrevivéncia e recuperacdo para todos os tempos avaliados.
Essas taxas ndo diferiram estatisticamente entre si e variaram de 100 a 93% (Tabela 4).

O uso de 0,5 mg.L de BAP no meio de recuperacio por 15 dias também
favoreceu a sobrevivéncia e recuperacdo dos apices criopreservados (Tabela 4). Apices
tratados com PVS2 a 25°C e imersos em NL obtiveram taxas de sobrevivéncia e
recuperacao de até 46% e 40%, respectivamente, quando expostos a solu¢éo crioprotetora
por 45 min. A reducdo da temperatura de exposi¢cdo a PVS2 (0°C) possibilitou que essas
taxas alcancassem valores ainda maiores, principalmente quando a solugéo foi empregada
por longos periodos. Apices expostos & PVS2 (0°C) por 90 min alcancaram 83% de
sobrevivéncia. Este tratamento também resultou no maior percentual de recuperacdo
encontrado, 76%.

Conforme ja evidenciado anteriormente, a temperatura de exposi¢do a solugéo
crioprotetora influenciou também a qualidade das plantas obtidas. Para apices nao
imersos em NL, a exposicdo a PVS2 a 25°C resultou em brotos com aspecto normal
(Figura 14a- 14e). Alguns desses, apresentaram o desenvolvimento de uma folha maior
com aspecto hiperhidrico, proxima a base (Figura 14c e 14e). Apices criopreservados
utilizando PVS2 a 25°C pelos periodos de exposi¢cdo extremos (15 e 90 min) resultaram
em brotos de tamanho diminuto, com coloracgéo escura e aspecto hiperhidrico (Figura 14f
e 14j). Para a maioria desses brotos observou-se fragmentacgéo das folhas no momento da
transferéncia do meio suplementado com BAP para MS0 ap6s 15 dias da imersdo em
nitrogénio liquido. Os tratamentos de 30 e 45 min resultaram em brotos um pouco
maiores, porém ainda com algumas caracteristicas de hiperhidricidade, como por

exemplo folhas bem pequenas e claras (Figura 14g e 14h). Quando foram tratados por 60
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min, os brotos originados apresentaram aspecto normal e eram mais desenvolvidos
(Figura 14i).

O uso de uma concentragdo intermediéria e a diminui¢do do tempo de exposicao
ao BAP quando associados aos tratamentos com PVS2 a 0°C, reduziu o teor de
hiperhidricidade dos materiais. Em relacdo aos apices que nao foram imersos em NL, as
plantas geradas apresentaram desenvolvimento, coloracdo e aspecto fenotipico normal
(Figura 15a-15e). Ja para os apices criopreservados, observou-se uma correlacdo direta
entre 0 aumento do tempo de exposicao a solucdo crioprotetora e a diminuicdo do teor de
hiperhidricidade. Quando tratados por 15 e 30 min, algumas plantas geradas apresentaram
aspecto hiperhidrico (Figura 15f e 15¢g). Porém, quando tratadas por 45, 60 e 90 min, foi
possivel observar o desenvolvimento de plantas normais (Figura 15h, 15i e 15j). Além
disso, essas plantas eram mais desenvolvidas quando comparadas aquelas obtidas apds os
tratamentos com 0 mesmo tempo de exposicdo a PVS2 na temperatura de 25°C (Figura
14h, 14i e 14j).

A temperatura de exposicdo a solucdo PVS2 também influenciou na resposta
rizogénica quando foi utilizada a concentragdo de 0,5 mg.L de BAP no meio de
recuperacdo por 15 dias. Apices, imersos ou ndo em NL, quando tratados com PVS2 a
0°C originaram brotos que ja apresentavam inicio de formacdo de raizes ainda com 15
dias apds o tratamento com a solucdo crioprotetora. Ao passo que quando tratados com
PVS2 a 25°C, essa resposta s era observada ap6s 30 dias.

Quando transferidos para meio MS0, tanto os brotos oriundos de apices nédo
resfriados (Figura 16a), como aqueles obtidos apds a criopreservacdo, apresentaram
desenvolvimento normal com alongamento do eixo caulinar e radicular. Destaca-se 0
tratamento utilizando PVS2 a 0°C por 90 minutos em que foram observadas as maiores
porcentagens de recuperacdo (Figura 16b). Apos 90 dias da criopreservacao, essas plantas
mantiveram a capacidade de multiplicagcdo in vitro, originando plantas de aspecto
fenotipico normal (Figura 16c¢) e raizes vigorosas (Figura 16d). Para os tratamentos em
que foi evidenciada a hiperhidricidade, as plantas também se desenvolveram
adequadamente, sobretudo aquelas oriundas de apices expostos a PVS2 (25°C) por 45 e

60 min.



69

Tabela 4 - Criopreservacgéo de apices caulinares de C. spinosa pela técnica de V-
Crioplaca utilizando a suplementagdo do meio de recuperagdo com 0,5 mg.L?

de BAP, por 15 dias.

Temperatura TempoNde\ Sobrevivéncia (%) Recuperacédo (%)
de exposicdoa  €XPosicao a
PVS2 PVS2 (min) -NL + NL -NL + NL
0 100+0,0% 0° 100+0,0? 0¢
15 100+0,0% 10,0+0,0% 100+0,0% 3,3+3,3%
250 30 96,7+3,3? 13,3+3,3% 96,7+3,3 13,3+3,3°
45 80,0+5,7° 30,0£5,7¢ 80,045,7° 23,3+3,3"
60 76,7+3,3 46,6+3,3% 73,7£3,3° 40,0+0,0°
90 66,7+3,3° 26,6+3,3¢ 60,0+0,0° 13,3+3,3¢
0 100+0,0% 0° 100+0,0? 0¢
15 100+0,0% 3,3+3,3° 100+0,0% 3,3+3,3%
. 30 100+0,0% 23,3+3,3¢ 100+0,0% 23,3+0,0%
e 45 96,7+3,3? 50,0+0,0° 96,3+3,3? 40,045, 7°
60 96,7+3,3? 63,3,6+3,3" 93,3+3,3%® 56,6+3,3°
90 93,3+3,3? 83,3+6,6% 93,3+3,3%® 76,6+3,3?

Os dados representam média * erro padrao.
Letra iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo

teste de Tukey.



Figura 14 - Desenvolvimento de &pices caulinares de C. spinosa criopreservados pela técnica de V-Crioplaca ap6s exposi¢do a solugdo PVS2 a
25°C e posterior recuperagido em meio MS com 0,5 mg.L™* de BAP, por 15 dias.
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Legenda: Exposicao por 15 (a,f); 30 (b, g); 45 (c, h); 60 (d, i); 90 minutos (e, j). A fileira superior representa os &pices ndo imersos em NL e a inferior representa os apices imersos
em NL. As setas indicam a presenca de folhas grandes com aspecto hiperhidrico proximas a base. Barras = 1 cm.
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Figura 15 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela técnica de V-Crioplaca ap6s exposicao a solucdo PVS2 a
0°C e posterior recuperacdo em meio MS com 0,5 mg.L* de BAP, por 15 dias.
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Legenda: Exposicdo por 15 (a, f); 30 (b, g); 45 (c, h); 60 (d, i); 90 minutos (e, j). A fileira superior representa os apices ndo imersos em NL e a inferior representa os apices
imersos em NL. Barras =1 cm.
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Figura 16 - Plantas regeneradas a partir de &pices caulinares de C. spinosa
criopreservados pela técnica de V-Crioplaca apds exposicao a
solugéo PVS2 (0°C) por 90 min e posterior recuperagdo em meio

MS com 0,5 mg.L* de BAP, por 15 dias.

Legenda: Recuperacdo sem imersdo em NL ap6s 60 dias (a); Recuperacdo com imersao em
NL apo6s 60 dias (b); Plantas apds 90 dias da criopreservacéo (c); Detalhe do
desenvolvimento de raizes ap6s 90 dias da criopreservacao (d). Barras = 1 cm.
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A suplementacdo do meio de recupera¢do com uma maior concentracdo de BAP
(1,0 mg.L 1) por 15 dias também foi avaliada. Para os apices ndo imersos em NL, a
utilizacdo de maior concentracdo do fitorregulador manteve as taxas de sobrevivéncia e
recuperacdo elevadas, independentemente da temperatura e tempo de exposi¢édo a solucao
PVS2 (Tabela 5). Para esses materiais, as taxas de sobrevivéncia e recuperacdo variaram
de 100 a 93%. Apenas foi possivel observar uma reducéo estatisticamente significativa
quando a PVS2 foi utilizada a 25°C por 90 min, em que foi obtido 83% e 80% de
sobrevivéncia e recuperacgdo, respectivamente.

Para apices criopreservados, o cultivo em meio com 1,0 mg.L™* de BAP por 15
dias resultou no aumento das taxas de sobrevivéncia e recuperagédo (Tabela 5), quando
comparado ao uso da mesma concentragdo por 30 dias (Tabela 2). Quando a PVS2 foi
utilizada a 25°C, os valores mais elevados de sobrevivéncia (40%) e recuperacao (36%)
foram obtidos ap6s a exposicdo por 60 min. A diminuicdo da temperatura de exposi¢do
associada com o aumento do tempo de exposicdo a PVS2, influenciou positivamente a
regeneracao apos a criopreservacio (Tabela 5). Apices imersos em NL e tratados com
PVS2 a 0°C por 90 min, alcancaram as maiores taxas de sobrevivéncia (76%) e
recuperacdo (66%). Entretanto, apesar dos valores obtidos, essas taxas ndo foram
superiores aquelas observadas quando o meio de recuperacéao foi suplementado com 0,5
mg.L de BAP por 15 dias (Tabela 4).

De forma similar ao verificado nos experimentos anteriores, a temperatura de
exposicdo a solucdo crioprotetora influenciou a qualidade das plantas obtidas. Para apices
ndo imersos em NL, a exposi¢cdo a PVS2 na temperatura de 25°C pelos tempos de 15, 30,
45 min resultou em brotos com aspecto fenotipico normal (Figura 17a-17c). Entretanto,
qguando a exposicdo foi realizada a temperatura ambiente por periodos mais extensos,
ocorreu a formacdo de brotos de coloracdo mais escura e com aspecto levemente
hiperhidrico (Figura 17d e 17e). J& épices criopreservados utilizando PVS2 a 25°C por
15, 30 e 90 min originaram brotos malformados de tamanho diminuto em que, muitas
vezes, SO era possivel observar a presenca de alguns primérdios foliares com aspecto
hiperhidrico (Figura 17f, 16g e 17j). Por outro lado, nos tratamentos de 45 e 60 min 0s
brotos eram um pouco maiores e com aspecto normal (Figura 17h e 17i).

De modo geral, quando a solucdo PVS2 foi empregada a 0°C, ocorreu a reducéo
no nivel de hiperhidricidade dos materiais, independentemente de terem sido submetidos
ou ndo ao resfriamento em NL. Em relagdo aos apices que ndo foram imersos em NL, as

plantas geradas apresentaram desenvolvimento, coloracdo e aspecto fenotipico normais
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(Figura 18a-18e). Ja para os apices criopreservados, quando tratados por 15 e 30 min, 0s
brotos gerados apresentaram aspecto hiperhidrico (Figura 18f e 18g). Porém, quando
tratados por 45, 60 e 90 min, foi possivel observar o desenvolvimento de plantas normais
(Figura 18h, 18i e 18j). Além disso, essas plantas eram mais desenvolvidas quando
comparadas aquelas obtidas apds os tratamentos com 0 mesmo tempo de exposi¢do a
PVS2 em 25°C (Figura 17h, 17i e 17j).

Assim como observado anteriormente, a temperatura de exposicdo a solugdo
PVS2 também influenciou a resposta rizogénica. Quando tratados com PVS2 a 0°C, os
apices originaram brotos que ja apresentavam inicio de formacao de raizes ainda com 15
(-NL) e 30 (+NL) dias apos o tratamento com a solugdo crioprotetora. Ao passo que
quando tratados com PVS2 a 25°C, essa resposta so era observada apés 30 dias.

Apds a transferéncia para meio MSO0, tanto os brotos oriundos de apices nédo
resfriados (Figura 19a e 19b), como aqueles obtidos apos a criopreservacao (Figura 19c
e 19d) apresentaram desenvolvimento normal, com alongamento do eixo caulinar e

radicular.

Tabela 5 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa pela técnica de V-
Crioplaca utilizando suplementagdo do meio de recuperagdo com 1,0 mg.L™*
de BAP, por 15 dias.

Temperatura Tempo~de\ Sobrevivéncia (%) Recuperacéo (%)
de exposicdo a  €Xposicao a
PV/S2 PVS2 (min) -NL + NL - NL + NL
0 100+0,0? 0¢ 100+0,0? 0
15 100+0,0? 3,3+3,3¢ 100+0,0? 0
s5oC 30 96,7+3,3? 10+0,0 93,3+3,3® 10,0+0,0¢
45 93,3+3,3%  23,3+3,3" 90,0+0,0% 23,3+3,3%
60 93,3+3,3%® 40,045,7° 90,0+0,03*  36,6%3,3"
90 83,3+3,3 33,3£3,3 80,045,7° 33,3+3,3"
0 100+0,0? 0¢ 100+0,0? 0
15 100+0,0? 3,3+3,3¢ 100+0,0? 0
. 30 100+0,0? 16,6+3,3¢ 100+0,0? 13,3+3,3¢
e 45 100+0,0? 46,6+3,3° 96,7+3,3? 40,0+0,0°
60 96,7+3,3? 63,313,3% 93,3+3,3%® 56,6+3,3?
90 96,7+3,3? 76,6+6,6 93,3+3,3%® 66,6+3,3?

Os dados representam média + erro padréo.
Letra iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo
teste de Tukey.



Figura 17 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela técnica de V-Crioplaca apds exposicéo a solu¢do PVS2 a
25°C e posterior recuperacio em meio MS com 1,0 mg.L* de BAP, por 15 dias.

Legenda:  Exposicédo por 15 (a, f); 30 (b, g); 45 (c, h); 60 (d, i); 90 minutos (e, j). A fileira superior representa os apices nao imersos em NL e a inferior representa os apices
imersos em NL. Barras =1 cm.
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Figura 18 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela técnica de VV-Crioplaca apds exposicdo a solu¢do PVS2 a
0°C e posterior recupera¢io em meio MS com 1,0 mg.L™* de BAP, por 15 dias.

.. ) | (S Ty,
‘l"/ . R APl @

Legenda: Exposicdo por 15 (a, f); 30 (b, 9); 45 (c, h); 60 (d, i); 90 minutos (e, j). A fileira superior representa os apices nao imersos em NL e a inferior representa os apices
imersos em NL. Barras = 1 cm.

9L
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Figura 19 - Plantas regeneradas a partir de apices caulinares de
C. spinosa criopreservados pela técnica de V-
Crioplaca ap0s exposicdo a solucdo PVS2 (0°C) e
posterior recuperacdo em meio MS com 1,0 mg.L*
de BAP, por 15 dias.
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Legenda: Recuperacdo ap6s 60 dias da exposicao a solugdo crioprotetora por
60 (a, c) e 90 min (b, d). A fileira superior representa os &pices ndo
imersos em NL e a inferior representa os imersos em NL.

Barras =1 cm

Os resultados de criopreservacao pela técnica de V-Crioplaca constituem o artigo
"Cryopreservation of in vitro-grown shoot tips of the medicinal species Cleome spinosa
(Cleomaceae) applying vitrification-based techniques”, publicado no periddico
CryolLetters (Apéndice).
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4.2. Criopreservacao por D-Crioplaca

4.2.1. Estabelecimento do pré-cultivo de apices caulinares

O cultivo de é&pices caulinares de C.spinosa em meio MS contendo altas
concentracdes de sacarose resultou na reducdo progressiva do teor hidrico do material
(Tabela 6). Foram alcancadas taxas de até 37% de conteudo hidrico residual para o pré-
cultivo em concentragdes crescentes de sacarose utilizando 0,5 M por 24 h e 0,75 M por
24 h.

O aumento da concentracdo de sacarose ndo afetou a capacidade de regeneracdo
dos apices (Tabela 6). Todos os tratamentos avaliados resultaram em taxas de regeneracao
de 100% ap6s 30 dias de cultivo em meio MS enriquecido com 0,5 mg.L™* de BAP.

Entretanto, a exposicdo as altas concentracdes de sacarose acarretou em algumas
alteracdes fisioldgicas nos brotos regenerados. O pré-cultivo dos apices por 48 hem 0,3 M
resultou na formacéo de brotos com o desenvolvimento de folhas pequenas (Figura 20a).
O tratamento por 48 h em 0,5 M e aquele em concentragcdes crescentes de sacarose
utilizando 0,5 M por 24 h e 0,75 M por 24 h, acarretaram no aparecimento de brotos com
caracteristicas de hiperhidricidade (Figura 20b e 20d). Também foi possivel observar a
formacédo de calos na base de alguns brotos regenerados a partir de apices submetidos aos
pré-tratamentos citados acima (Figura 20b).

Tendo em vista 0s resultados obtidos, a exposicdo dos &pices em concentracfes
crescentes de sacarose utilizando 0,25 M por 24 h e 0,5 M por 24 h, foi selecionada para a
etapa de pré-cultivo. Esta foi a condicdo que apresentou uma maior reducdo do conteudo

hidrico associada a um aspecto fenotipico normal.
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Tabela 6 - Determinacéo do teor hidrico e da taxa de regeneracéo de apices caulinares
de C. spinosa cultivados em meio MS contendo diferentes concentracoes de
sacarose, apos 30 dias de cultivo em meio MS com 0,5 mg.L* de BAP.

Pré-tratamento (M)

Teor Hidrico (%)

Taxa de regeneracao (%o)

Dial(24h)  Dia2 (24h)
03 03 63,32 100
0,5 0,5 49,93 100
0,25 05 56,20 100
05 0,75 37,53 100

Figura 20 - Respostas regenerativas de apices caulinares de C. spinosa
apos pré-cultivo em meio MS enriquecido com altas
concentragdes de sacarose.

Legenda: 0,3 M por 48 h (a); 0,5 M por 48 h (b); 0,25 M (24 h) - 0,5 M (24 h) (c); 0,5
M (24 h) - 0,75 M (24 h) (d). As setas indicam a formacéo de calos.

Barras =1 cm.
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4.2.2. Avaliacdo do tempo de exposicao a silica gel

O efeito do pré-cultivo com 0,25 M - 0,5 M de sacarose associado ao tratamento
com a solucéo de loading e ao tempo de exposic¢do a silica gel, foi avaliado quanto ao teor
hidrico residual e & capacidade regenerativa dos apices. A associacéo do pré-cultivo com a
exposicao a solucdo de loading por 20 minutos resultou em um teor hidrico de 51% e taxa
de regeneragio de 100% em meio MS suplementado com 0,5 mg.L™ de BAP por 30 dias
(Tabela 7).

A associagdo de pré-cultivo ao loading e a exposicao a silica gel acarretou na
reducdo do teor hidrico de forma proporcional ao tempo de exposi¢do a silica gel,
resultando em valores que variaram de 49% (30 min) a 10% (180 min) (Tabela 7).

A taxa de regeneracdo também foi afetada pelo tempo de exposicao a silica gel
(Tabela 7). Conforme houve o aumento do periodo de exposi¢do, ocorreu a diminuicéo da
taxa regenerativa dos apices. O material tratado por 30 min apresentou desenvolvimento
normal (Figura 21a), alcancando uma taxa de regeneracdo de 100%. Apices expostos a
silica por 60 e 90 min desenvolveram plantas com aspecto normal, embora de tamanho um
pouco menor quando comparadas aquelas obtidas pelo tratamento por 30 min (Figura 21b
e 21c), apresentando taxa de regeneracao de 70%. Ja os apices dessecados em silica por
longos periodos (120, 150 e 180 min), alcancaram taxas de regeneracao inferiores a 30%.
Esses materiais apresentaram tamanho diminuto e ndo se desenvolveram adequadamente
(Figura 21d-21f).

Considerando os resultados obtidos nesta etapa, para dar prosseguimento aos
experimentos de D-Crioplaca, foram selecionados os tempos de exposi¢ao a silica gel por
30, 60 e 90 minutos.



Tabela 7 -
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Determinacéo do teor hidrico e da taxa de regeneracéo de apices caulinares

de C. spinosa expostos a soluc¢do de loading seguido pela dessecagdo em
silica gel por diferentes periodos de tempo.

Tempo de dessecacao Teor hidrico Taxa de regeneragao*

em silica gel (min) (%) (%)
0 51,32 100

30 49,14 100

60 39,46 70

90 21,63 70

120 16,34 30

150 11,40 20

180 10,54 10

Apices pré-cultivados por 48 h em meio MS com concentracdes crescentes de sacarose (0,25 M - 0,5M) e
expostos a solucéo de loading por 20 minutos.
* Apices cultivados em meio MS + 0,5 mg.L* de BAP ap6s a exposicéo a silica gel.

Figura 21 - Plantas regeneradas a partir de &pices caulinares de C. spinosa expostos a
silica gel por diferentes periodos de tempo e posterior recupera¢do em meio

MS acrescido de 0,5 mg.L* de BAP por 30 dias.

tq‘}r‘\\

Legenda: Exposi¢do por 30 min (a); 60 min (b); 90 min (c); 120 min (d); 150 min (e); 180 min (f).

Barras=1cm
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4.2.3 Criopreservacao e recuperacio

Foi avaliada a associacdo de todas as etapas anteriores, seguida de imersdo ou nao
em nitrogénio liquido, com posterior exposicdo a solucdo de unloading. Na etapa de
recuperacio, os apices foram inoculados em meio de recuperagdo contendo 0,5 mg.L™ de
BAP por 30 dias.

O tempo de dessecacao em silica gel ndo influenciou as taxas de sobrevivéncia e
recuperacdo para apices ndo imersos em NL (Tabela 8). Para estes materiais, foram
encontrados valores de até 96% e 90% para sobrevivéncia e recuperacdo, respectivamente,
quando expostos a silica por 60 min.

Ja para os apices criopreservados, o tempo de exposicdo a silica se mostrou um
parametro que interferiu diretamente na resposta in vitro (Tabela 8). Apices dessecados por
30 e 90 min alcancaram baixas taxas de sobrevivéncia e recuperagdo, ndo ultrapassando
13% e 10%, respectivamente. Entretanto, a exposi¢do do material por 60 min a silica gel
resultou em taxas de 40%, tanto para sobrevivéncia como para recuperacao.

O tempo de dessecacdo em silica também influenciou no desenvolvimento das
plantas ap6s a criopreservacido. Apices tratados com silica por 30 minutos originaram
pequenos brotos com o aparecimento de algumas folhas de dimensdes maiores que o
normal e que destoavam do tamanho dos brotos (Figura 22a). Os brotos oriundos de apices
dessecados por 60 min apresentaram aspecto fenotipico normal com inicio de enraizamento
ainda nos primeiros 30 dias ap0s a criopreservacao (Figura 22b). Ja os apices expostos a
silica por 90 min deram origem a brotos pequenos e com aspecto hiperhidrico. Além disso,
alguns brotos apresentaram apenas o desenvolvimento de folhas de grandes dimensdes e a
formacédo de calos na base (Figura 22c).

O efeito do tempo de exposicdo a silica gel também pdde ser observado nas
respostas morfogénicas apds a transferéncia para meio MS0. Apices ndo imersos em NL
apresentaram desenvolvimento normal dos eixos caulinar e radicular, independentemente
do tempo de exposicdo a silica gel (Figura 23a-c). Porém, aqueles imersos em NL e
dessecados por 30 e 90 min ndo se desenvolveram adequadamente, mesmo 60 dias apds a
criopreservacao (Figura 23d e 23f). Por outro lado, apices resfriados e tratados com silica
gel por 60 min, apresentaram desenvolvimento normal (Figura 23e).

A fim de otimizar o processo de criopreservacao pela técnica de D-Crioplaca, foram

realizados novos experimentos nos quais foram avaliados: o efeito da manutencdo da
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concentracdo de sacarose na solucéo de loading (0,4 M) associada com o aumento do tempo
de exposicéo a esta solugdo para 40 minutos; e o efeito do aumento da concentracdo de
sacarose na solugéo de loading (0,8 M) com a manutencdo do tempo de exposi¢do (20
minutos). Além disso, também foi avaliado o efeito do aumento na concentracdo de
sacarose nas solucgdes de polimerizacéo (alginato de sodio e cloreto de célcio) para 0,6 M,
seguido da exposicdo a solugdo de loading padréo (0,4 M sacarose + 2,0 M de glicerol) por
20 minutos.

Para os ensaios visando o aumento do tempo de exposicdo ao loading, apices pré-
cultivados, expostos ao loading, imersos ou ndo em NL, resultaram em 100% de
sobrevivéncia (Tabela 8). Embora o tratamento apenas com solucdo de loading tenha
resultado em 46% de recuperacdo apds a imersdo em NL, as plantas oriundas deste
tratamento ndo se desenvolveram adequadamente (Figura 25e).

Para os apices dessecados em silica gel, conforme houve um aumento do tempo de
exposi¢do, ocorreu a diminuicdo das taxas de sobrevivéncia e recuperacdo dos materiais
ndo imersos em NL. Os maiores percentuais de sobrevivéncia e recuperacdo encontrados
foram de 100% e 76% para 30 min e 0s menores de 56% e 43% para 90 min,
respectivamente. Com relacdo aos apices imersos em NL, as taxas de sobrevivéncia e
recuperacao ndo diferiram estatisticamente. Para esses materiais, foram alcancados valores
na faixa de 20%, independentemente do tempo de dessecacdo em silica gel (Tabela 8).

O aumento do tempo de exposic¢do a solucdo de loading também exerceu efeito no
aspecto morfoldgico dos materiais ap0s as etapas de criopreservacdo. De um modo geral,
os brotos desenvolvidos apos esses tratamentos apresentaram eixo caulinar e folhas de
tamanho diminuto (Figura 24a-24h). Além disso, frequentemente foi possivel observar a
formacdo de folhas com aspecto vitrificado, principalmente para o material oriundo de
apices imersos em NL (Figura 24d, 24g, 24e). Os brotos, quando possivel, foram
individualizados e transferidos para meio MS0. Aqueles desenvolvidos a partir do material
ndo imerso em NL resultaram em plantas com aspecto fenotipico normal (Figuras 25a-
25d). Entretanto, para o material resfriado em NL (Figuras 25e-25h), apenas aqueles
oriundos da exposicao por 30 min a silica gel apresentaram desenvolvimento in vitro.

Nos ensaios empregando a solugdo de loading contendo o dobro da concentragao
de sacarose (0,8 M) pelo tempo de exposi¢do de 20 min, apices pre-cultivados, mas nao
imersos em NL, apresentaram 76% de sobrevivéncia e 66% de recuperacao. Por outro lado,

0 material imerso em NL, ndo sobreviveu apds o reaquecimento (Tabela 8).
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Para apices dessecados em silica gel, conforme houve um aumento do tempo de
exposicéo a este agente, ocorreu a diminuicdo da capacidade de regeneracdo dos materiais
ndo imersos em NL. Sendo os maiores percentuais de sobrevivéncia (80%) e recuperacao
(73%) alcangados ap6s 30 min de dessecacdo. Enquanto para os materiais imersos em NL,
a dessecacdo em silica por 60 min resultou nas maiores taxas de sobrevivéncia (23%) e
recuperacao (16%) (Tabela 8).

A exposicdo a solucdo de loading com maior concentragdo de sacarose nédo
influenciou o aspecto morfoldgico dos brotos gerados a partir de apices nao imersos em
NL (Figura 26a-26¢). Entretanto, quando os apices foram resfriados em NL, ocorreu a
formagéo de brotos de tamanho reduzido, sendo observado o desenvolvimento de folhas
anormais, com aspecto hiperhidrico (Figuras 26d-26f).



Tabela 8 - Criopreservacdo de apices caulinares de C. spinosa pela técnica de D-Crioplaca utilizando a solugédo de loading com diferentes
concentragOes de sacarose e tempos de exposicao.

Loading Loading Loading
Tempo de . . .
B (0,4 M sacarose / 20 min) (0,4 M sacarose / 40 min) (0,8 M sacarose / 20 min)
ds:?iizo Sobrevivéncia (%) Recuperagéo (%) Sobrevivéncia (%) Recuperacéo (%) Sobrevivéncia (%) Recuperagéo (%)
- NL +NL - NL +NL -NL +NL -NL +NL -NL +NL -NL +NL
0 100+0,02 0P 100+0,02 0P 100+0,0° 100+0,0* 90,0+5,7° 46,6+3,3" 76,7£3,3* 0,0+0,0° 66,7+3,3" 0,0£0,0°
30 96,7+3,3* 6,3+3,3" 83,3+3,3* 3,3+3,3" 100+0,0° 26,6+3,3" 76,7+6,6® 20,0£0,0° 80,0£0,0® 13,3+3,3* 73,3%3,3* 6,6+3,3"
60 96,7+3,3 40,0+5,7¢ 90,04#5,7¢ 40,0+5,7¢ 83,3+3,3" 23,3+8,8* 66,7+3,3" 13,3+3,3" 73,3+3,3* 23,3+3,3* 70,0+0,03* 16,6+3,3?
90 80,045,7¢ 13,3+3,3® 80,0+5,7¢ 10+0,0° 56,7+3,3° 23,3+3,3" 43,3%3,3° 10,0£0,0° 63,3+3,3* 20,0+0,0® 53,3+3,3" 6,6+3,3"

A recuperagao foi realizada em meio MS acrescido de 0,5 mg.L™ de BAP, por 30 dias.
Os dados representam média * erro padrao.
Letra iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo teste de Tukey

S8
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Figura 22 - Respostas morfogénicas de apices caulinares de C. spinosa criopreservados

pela técnica de D-Crioplaca e posterior recupera¢do em meio MS com 0,5
mg.L de BAP, por 30 dias.
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Legenda: Apices expostos a silica gel por 30 (a); 60 (b); 90 min (c). Barras = 1 cm.

Figura 23 - Plantas regeneradas a partir de apices caulinares de C. spinosa
criopreservados pela técnica de D-Crioplaca, ap6s 60 dias do
tratamento de dessecagdo em silica gel.
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Legenda: Exposicdo por 30 (a, d); 60 (b, e); 90 minutos (c, f). A fileira superior indica a
recuperacdo a partir de apices ndo imersos em NL e a inferior representa os
imersos em NL. Barras =1 cm.



87

Figura 24 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela
técnica de D-Crioplaca, utilizando 40 min de exposi¢do a solucao de
loading e posterior recuperacéo em meio MS com 0,5 mg.L™* de BAP, por

30 dias.
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Legenda: Exposicao asilicagel por 0 (a, e); 30 (b, f); 60 (c, g); 90 minutos (d, h). A fileira superior representa

0s apices ndo imersos em NL e a inferior representa os imersos em NL. As setas indicam a
presenca de folhas com aspecto vitrificado. Barras = 1 cm

Figura 25 - Desenvolvimento de &pices caulinares de C. spinosa criopreservados pela
técnica de D-Crioplaca, utilizando 40 min de exposi¢do a solugdo de loading
e posterior recuperacdo em meio MS com 0,5 mg.L™ de BAP, por 60 dias.
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Legenda: Exposigao a silica gel por 0 (a, €); 30 (b, ); 60 (c, g); 90 minutos (d, h). A fileira superior representa
os apices nao imersos em NL e a inferior representa os imersos em NL. Barras =1 cm
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Figura 26 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela
técnica de D-Crioplaca, utilizando solucéo de loading contendo 0,8 M de
sacarose por um tempo de exposicao de 20 minutos e recupera¢do em meio
MS com 0,5 mg.L* de BAP, por 30 dias.

Legenda: Exposicdo a silica gel por 30 (a, d); 60 (b, €); 90 minutos (c, ). A fileira superior representa o0s
pices ndo imersos em NL e a inferior representa os imersos em NL.
Barras=1cm
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Quando a concentracao de sacarose nas solugdes de polimerizacéo foi elevada para
0,6 M, os apices pré-cultivados e expostos ao loading, alcancaram taxas de sobrevivéncia
e recuperacao de 96% e 90%, respectivamente. Entretanto, quando esse material foi imerso
em NL, foi possivel observar apenas 6% de sobrevivéncia (Tabela 9).

Para os apices dessecados em silica gel, conforme houve um aumento do tempo
de exposicao a este agente, ocorreu a diminuigdo da taxa de sobrevivéncia e recuperacéo
dos materiais ndo imersos em NL. Sendo os maiores percentuais de sobrevivéncia (100%)
e recuperacao (93%) obtidos apos 30 min de dessecacdo (Tabela 9).

Por outro lado, o aumento da concentracdo de sacarose nas solucdes de
polimerizagdo se mostrou uma condicdo favoravel para a criopreservacdo dos apices
caulinares de C. spinosa por D-Crioplaca. Apices aderidos as Crioplacas com essa solugéo,
dessecados em silica gel por 60 min e imersos em NL, alcancaram taxas de 86% de
sobrevivéncia e 56% de recuperacdo (Tabela 9). As plantas desenvolvidas apos esses
tratamentos apresentaram aspecto fenotipico normal, com desenvolvimento adequado de
folhas e do eixo caulinar tanto para os apices submetidos a condi¢do controle, como para
aqueles que foram resfriados em NL (Figura 27a-27h). Apos a transferéncia para meio
MSO0, tanto os brotos oriundos de apices ndo resfriados (Figura 28a), como aqueles
criopreservados apresentaram desenvolvimento normal. As maiores porcentagens de
recuperacdo foram alcancadas ap6s dessecagdo em silica gel por 60 minutos (Figura 28b).
As plantas desenvolvidas a partir desses apices alongaram, apresentaram a formacao de
raizes (Figura 28c) e mantiveram a capacidade de multiplicacdo in vitro apds o processo
de criopreservagéo.

Tendo em vista os resultados alcangados com o aumento da concentragdo de
sacarose nas solucgdes de polimerizagdo, um novo experimento foi realizado mantendo essa
condicéo, porém alterando o tempo de recuperagdo na presenca de 0,5 mg.L ™t BAP para 15
dias.

Os apices pré-cultivados e expostos ao loading, alcancaram taxas de sobrevivéncia
e recuperacado de 96% e 90%, respectivamente. Entretanto, quando esse material foi imerso
em NL, foi possivel observar apenas 6% de sobrevivéncia (Tabela 9).

Para os apices dessecados em silica gel, 0 aumento do tempo de exposi¢cdo ao
agente nao resultou em diferenca significativa quanto a sobrevivéncia dos materiais néo
imersos em NL. Entretanto, a exposic¢éo a silica por 90 minutos acarretou em uma reducao

significativa do percentual de recuperacdo desses materiais (Tabela 9).



90

A associacdo do aumento da concentracdo de sacarose nas solucdes de
polimerizagdo com a reducdo do tempo de cultivo em meio de recuperacdo para 15 dias, se
mostrou a condi¢do mais favoravel para a criopreservacdo dos &pices caulinares de C.
spinosa por D-Crioplaca. Apices dessecados em silica gel por 60 min e imersos em NL,
alcancaram taxas de 76% de sobrevivéncia e 70% de recuperacdo (Tabela 9). As plantas
desenvolvidas apOs esse tratamento apresentaram aspecto fenotipico normal, com
desenvolvimento adequado de folhas e do eixo caulinar tanto para os apices submetidos a
condicdo controle, como para aqueles que foram resfriados em NL (Figura 29a-29h). Apds
a transferéncia para meio MSO0, tanto os brotos oriundos de apices néo resfriados (Figura
30a), como aqueles obtidos ap6s a criopreservacdo (Figura 30b) apresentaram
desenvolvimento normal. Essas plantas alongaram, apresentaram formacdo de raizes

(Figura 30c) e mantiveram a capacidade de multiplicacdo in vitro apds a criopreservacao.



Tabela 9 - Criopreservacao de apices caulinares de C. spinosa pela técnica de D-Crioplaca utilizando 0,6 M de sacarose nas solucdes de
polimerizagéo (alginato de sodio e cloreto de calcio) e recuperagdo em meio MS com 0,5 mg.L ™ de BAP.

Recuperacdo - Meio MS + 0,5 mg.L* de BAP

Tempo de dessecacao 30 dias 15 dias
em silica Sobrevivéncia (%) Recuperagéo (%) Sobrevivéncia (%) Recuperacéo (%)
-NL +NL -NL +NL -NL +NL -NL +NL
0 96,7+3,32 6,6+3,3° 90,0+0,0° 0,0£0,0° 96,7+6,6% 6,6+3,3° 90,0+0,02 0,0+0,0°
30 100+0,0? 50,0+¢5,7°  93,3#3,3*  30,0#5,7°  96,74#3,3*  56,6+3,3°  93,3+3,3*  33,3+3,3"
60 93,3£3,3% 86,6+3,3% 80,045,72 56,6+3,3% 96,7+3,3% 76,3£3,3% 90,0+0,0? 70,045,72
90 73,3+3,3" 56,6+8,8° 60,0+0,0° 33,3+3,3" 86,7+3,32 46,6%3,3" 80,045,7° 33,346,6°

Os dados representam média * erro padrao.
Letra iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo teste de Tukey

16
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Figura 27 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela
técnica de D-Crioplaca, utilizando 0,6 M de sacarose nas solucfes de
polimerizacgéo (alginato de sodio e cloreto de calcio) e posterior recuperacéo
em meio MS com 0,5 mg.L de BAP, por 30 dias.
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Legenda: Exposigao asilica gel por 0 (a, e); 30 (b, f); 60 (c, g); 90 minutos (d, h). A fileira superior representa
0s apices ndo imersos em NL e a inferior representa os imersos em NL.

Barras=1cm

Figura 28- Plantas regeneradas a partir de apices caulinares de C. spinosa
criopreservados pela técnica de D-Crioplaca , utilizando 0,6 M de sacarose
nas solucdes de polimerizacdo (alginato de sodio e cloreto de calcio) e
posterior recuperacdo em meio MS com 0,5 mg.L™* de BAP, por 30 dias.

a c
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Legenda: Recuperacdo sem imersdo em NL ap6s 60 dias (a); Recuperagdo com imersao em NL

apos 60 dias (b); Detalhe do desenvolvimento de raizes apés 60 dias da criopreservacéo

(c). Barras =1 cm.
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Figura 29 - Desenvolvimento de apices caulinares de C. spinosa criopreservados pela
técnica de D-Crioplaca, utilizando 0,6 M de sacarose nas solucfes de
polimerizacgéo (alginato de sodio e cloreto de calcio) e posterior recuperacéo
em meio MS com 0,5 mg.L de BAP, por 15 dias.

a b c d
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Legenda: Exposicao a silica gel por 0 (a, e); 30 (b, f); 60 (c, g); 90 minutos (d, h). A fileira superior
representa os &pices ndo imersos em NL e a inferior representa os imersos em NL. Barras =1 cm.

Figura 30 - Plantas regeneradas a partir de apices caulinares de C. spinosa
criopreservados pela técnica de D-Crioplaca , utilizando 0,6 M de sacarose
nas solucdes de polimerizacdo (alginato de sodio e cloreto de célcio) e
posterior recuperacdo em meio MS com 0,5 mg.L™* de BAP, por 30 dias.

Legenda: Recuperacdo sem imersdo em NL ap6s 60 dias (a); Recuperagdo com imersdo em NL
apos 60 dias (b); Detalhe do desenvolvimento de raizes apds 60 dias da criopreservacéo
(c). Barras=1cm.
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4.3 Aclimatizacao

Plantas, com cerca de quatro meses de idade, regeneradas a partir do processo de
criopreservacao pela técnica de V-Crioplaca, foram transferidas para condicfes ex vitro
(Figura 31a). O nivel de umidade foi mantido elevado ao longo das duas primeiras semanas
(cerca de 95%) e, conforme as campénulas foram perfuradas, foi gradualmente reduzida
até se igualar com a umidade ambiente.

Foi alcancada uma taxa de aclimatizacdo de 100% (Tabela 10) apds 30 dias de
cultivo ex vitro (Figura 31b), sendo essa taxa mantida ap6s 60 dias (Figura 31c). As plantas
aclimatizadas apresentaram uma variagdo de comprimento de cerca de 10 cm e, ap6s 60
dias do inicio do processo, apresentavam mais do que o dobro da quantidade inicial de
namero de folhas (Tabela 10). As plantas aclimatizadas apresentaram aspecto fenotipico
normal, sendo a taxa de abscisdo foliar ao longo do processo bastante reduzida, se
restringindo a uma ou duas folhas por planta.

As plantas regeneradas evoluiram para plantas saudaveis e ao final do terceiro més

sob condicdes ex vitro, foi possivel observar o aumento da area foliar (Figura 31d).

Tabela 10 - Altura média e nimero de folhas de plantas de C. spinosa ao longo do
processo de aclimatizacdo.

Tempo (dias) Altura média (cm) Numero de folhas
0 10,8 + 0,32° 9,78 £ 0,32°
30 15,6 +0,76" 15,44 + 1,2
60 21,7 £ 0,982 25,11 +£2,822

Os dados representam média + erro padréo.
Letra iguais na mesma coluna indicam que nio ha diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05) pelo

teste de Tukey



Figura 31 - Aclimatizacdo de plantas de C. spinosa regeneradas a partir

dos processos de criopreservagdo pela técnica de V-Crioplaca.

a v; ?‘E«' b

Legenda: Tempo 0 (a); 30 (b); 60 (c); e 90 dias (d). Barras = 10 cm.
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4.4 Analise da estabilidade genética

4.4.1 Extracdo e quantificacdo de DNA

Para determinar a metodologia mais adequada para a extracdo de DNA,
inicialmente, foi avaliado o protocolo descrito por Lanza e colaboradores (1997), baseado
no método de extracdo utilizando o detergente CTAB. Por este método foi obtido cerca de
12,5 ng de DNA/pL, conforme evidenciado na comparagdo visual com o DNA A de
referéncia. Além disso, foi possivel observar a presenca de rastros e duas bandas de
fragmentos menores ao longo do gel, sugerindo que houve degradacdo do DNA, assim
como a presenca de RNA nas amostras (Figura 32a).

Tendo em vista que um dos objetivos de uma extracdo de DNA eficiente é a
obtengdo de uma amostra de boa qualidade para as reagdes de PCR, foi investigado outro
protocolo o qual baseia-se no método de extracdo utilizando o detergente SDS
(DELLAPORTA et al., 1983). Por este método foi obtido menos de 12,5 ng de DNA/uL,
conforme evidenciado na figura 32b. Entretanto, o uso de RNAse minimizou 0s rastros
previamente observados quando empregado o protocolo de Lanza e colaboradores (1997).

Considerando os resultados alcancados, optou-se por investigar um protocolo de
extracdo CTAB com modificacdes, que incluiu o uso de RNAse e que tem sido indicado
para espécies recalcitrantes para extracdo de DNA (HEALEY et al. 2014). A extracdo por
este protocolo resultou, em média, 25 ng de DNA/uL, o dobro da concentracdo obtida
anteriormente (Figura 32c). Além de se destacar pelo melhor resultado quantitativo, este
protocolo foi o que apresentou maior qualidade na extracdo do DNA e, por estes motivos,

foi selecionado para dar continuidade aos experimentos.



Figura 32 - Comparacdo de métodos de extracdo e quantificagdo do DNA
gendmico de C. spinosa.

25A S50 A 75\ 100 A ____ Amostras

Legenda: Extragdo segundo LANZA et al., 1997 (a); DELLAPORTA et al., 1983
(b); HEALEY et al., 2014 (c).
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4.4.2 Andlise pela técnica SCoT (Start Codon Targeted Polymorphism)

Inicialmente, quinze primers foram analisados quanto ao numero de fragmentos
reprodutiveis gerados como produtos de amplificacdo, utilizando Taq DNA polimerase a
uma concentracdo de 1,5 U e empregando 50 °C como temperatura de anelamento. Dos 15
primers SCoT avaliados, 11 apresentaram produtos de amplificacdo, sendo possivel
observar a formacdo de um total de 32 fragmentos, os quais variaram de 500-2000 pb
(Figura 33a).

Para confirmar a reprodutibilidade do método, os primers que apresentaram
produtos de amplificagéo (1, 2, 3, 12, 13, 16, 17, 28, 32 e 33) foram avaliados utilizando-
se 0 DNA extraido de duas plantas propagadas in vitro de C. spinosa. Os resultados
demonstraram que a técnica se mostrou reprodutivel, originando um padrdo de bandas
semelhantes aquele encontrado no ensaio inicial (Figura 33b).

Visando estabelecer as condigdes mais adequadas para a técnica SCoT, foram
realizados experimentos com o objetivo de avaliar a temperatura de anelamento e a
concentracdo da Taq DNA polimerase.

Para avaliar o efeito da temperatura de anelamento no padrédo de bandas geradas
pela amplificagdo, foram investigados apenas 0s primers que resultaram no menor nimero
de bandas geradas ap6s a amplificacdo nos ensaios iniciais (4, 5, 6, 7, 16, 17, 27, 32 e 33).
A utilizacdo da temperatura de anelamento de 48 °C resultou em um maior nimero de
bandas amplificadas, principalmente para os primers 17, 32 e 33. Enquanto que na
temperatura de 52 °C houve uma reducdo significativa na quantidade e qualidade das
bandas (Figura 34).

O aumento na concentracdo da Tag DNA polimerase para 2,5 U também foi
avaliado. Para a reacdo, foram selecionados os primers que geraram um maior nimero de
bandas nos ensaios iniciais (1, 2, 3, 12, 13 e 28). O aumento da concentracdo da enzima,
possibilitou a visualiza¢do de bandas mais nitidas e, por esse motivo, optou-se por utilizar
tal concentragdo nos experimentos seguintes (Figura 35).

Com base nos resultados obtidos, foi realizado um experimento associando o
aumento da concentracdo da Taq DNA polimerase (2,5 U) com as temperaturas de
anelamento que resultaram em um maior numero de bandas (50 e 48°C). Conforme
observado na figura 36 (a e b), as reagdes de amplificacdo resultaram em um total de 76 e

104 bandas utilizando-se as temperaturas de anelamento a 50°C e 48°C, respectivamente.
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A reacdo utilizando 48°C se mostrou mais eficaz para a maioria dos primers avaliados,
sendo selecionada para a realiza¢éo dos ensaios SCoT (Tabela 11).

De um total de 15 primers utilizados, 10 foram selecionados (Tabela 11) para as
analises SCoT de plantas de C. spinosa oriundas de apices criopreservados, por

apresentarem consideravel numero de bandas nitidas e contaveis (4 - 12 bandas).

Figura 33 - Padrdes de amplificagcdo por SCoT produzidos em amostras de DNA de
plantas propagadas in vitro de C. spinosa.

a M 1 2 3 4 5 6 7 12 13 16 17 27 28 32 33

3000pb
2000pb

1500pb

1000pb

800 pb

500pb
400pb

300pb

b Planta 1 Planta 2
M 1 2 312 13 1617 28 32 33 1 2 3 12 13 16 17 28 32 33

3000pb
2000pb

1500pb

1000 pb
800pb

500 pb

400pb

300pb

Legenda: Amplificacdo utilizando Tag DNA polimerase a uma concentragéo de 1,5 U. Avaliacdo
utilizando uma planta (a); Avaliagdo da reprodutibilidade utilizando duas plantas distintas. Os
nameros representam os diferentes primers avaliados. M = marcador de peso molecular.
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Figura 34 - Padrdes de amplificacdo por SCoT produzidos a partir de amostras de
DNA de plantas propagadas in vitro de C. spinosa utilizando duas
temperaturas de anelamento distintas.

48°C 52°C
M 45 6 7 16 17 27 32 33 4 5 6 7 16 17 27 32 33 M

3000pb
2000pb
1500pb
1000 pb
800pb
500pb
400pb

300pb

200pb

Legenda: Os numeros representam os diferentes primers avaliados. M = marcador de peso
molecular.

Figura 35 - Padrdes de amplificacdo por SCoT produzidos a partir de amostras de
DNA de plantas propagadas in vitro de C. spinosa utilizando Taq
DNA polimerase a duas concentragdes distintas.

25U 15U
M 1 2 3 12 13 28 1 2 3 12 13 28

3000pb
2000pb

1500pb

1000 pb

800 pb

500pb
400pb

300pb

Legenda: Os nimeros representam os diferentes primers avaliados. As amplificagdes foram realizadas
utilizando uma temperatura de anelamento a 50 °C. M = marcador de peso molecular.
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Figura 36 - Padrdes de amplificacdo por SCoT produzidos a partir amostras de DNA
de plantas propagadas in vitro de C. spinosa utilizando 2,5 U Tag DNA
polimerase a duas temperaturas de anelamento distintas.

M 1 2 3 4 5 6 7

3000pb
2000pb
1500pb
1000pb
800 pb
500pb
400pb
300pb

200pb

3000pb
2000pb
1500 pb
1000 pb
800 pb
500 pb
400pb
300pb

200pb

Legenda: Os numeros representam os diferentes primers avaliados. A primeira coluna para cada
primer representa a temperatura de 50 °C e a segunda coluna, a temperatura de 48 °C.
M = marcador de peso molecular.
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Tabela1l-  Numero e tamanho de produtos de amplificacéo obtidos na triagem dos
primers utilizados para a técnica SCoT.

Cddigo Sequéncia TA N° de Tamanho dos
do primer 5> 3) (°C) bandas fragmentos (pb)
S1 CAACAATGGCTACCACCA 48 9 400 - 2000
S2 CAACAATGGCTACCACCC 48 9 300 - >3000
S3 CAACAATGGCTACCACCG 48 8 400 - >3000
S4 CAACAATGGCTACCACCT 48 10 400 — 2000
S5 CAACAATGGCTACCACGA 48 2 800 — 1000
S6 CAACAATGGCTACCACGC 48 5 60 - >3000

S7 CAACAATGGCTACCACGG 48 1 1500

S12 ACGACATGGCGACCAACG 48 8 300 - 1500
S13 ACGACATGGCGACCATCG 50 12 400 — 3000
S 16 ACCATGGCTACCACCGAC 50 5 800 — 3000
S17 ACCATGGCTACCACCGAG 48 8 500 - 2000
S 27 ACCATGGCTACCACCGTG 48 9 400 - >3000
S 28 CCATGGCTACCACCGCCA 48 11 400 - >3000
S 32 CCATGGCTACCACCGCAC 48 5 700 — 2000
S 33 CCATGGCTACCACCGCAG 48 4 500 - 2000

Legenda: Os primers marcados em negritos foram selecionados para as analises SCoT.
TA = Temperatura de anelamento.
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Os produtos gerados pelas reacdes de amplificagdo SCoT apresentaram um padréo
de bandas homogéneo (Figuras 37 a-c). Os 10 primers amplificaram 97 fragmentos,
variando de 04 a 16 por amostra, com uma média de 9,7 bandas por primer. O intervalo
dos fragmentos amplificados variou de 100 a >3000 pares de base. A menor amplitude de
fragmentos foi no primer S 33 (450 a 2000 pb) e a maior no S 28 (100 a 3000 pb), conforme
evidenciado na tabela 12.

A partir dessas amplificacbes foram originados um total de 2619 fragmentos
(Tabela 12). Desse total, 2618 (99,97 %) foram monomdarficos e um (0,03 %) polimérfico
entre as plantulas analisadas. A presenca do fragmento polimdrfico foi evidenciada na
amostra P5- (Individuo 5 do tratamento controle da criopreservacao) do primer 13 (Figura
37b).

A andlise comparativa dos padrdes de bandas gerados pela técnica SCoT revelou
um alto grau de semelhanca entre as amostras criopreservadas e as suas plantas matrizes
(Tabela 15). Foi evidenciada divergéncia na presenca de um unico fragmento (P5-),
resultando 0,99 de similaridade através da avaliagdo do coeficiente de Jaccard. Ao passo

que para as demais amostras, foi observado um indice de similaridade igual a 1,00.
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Tabela 12 -  Caracteristicas dos produtos de amplificacdo detectados com os 10 primers
utilizados nas anélises SCoT realizadas com plantas regeneradas de C.

spinosa.
Cadigo N° de N° total de N° de Polimorfismo Tamanho dos
do fragmentos  fragmentos  fragmentos (%) fragmentos
primer amplificados amplificados* polimorficos (pb)
por primer
S1 9 243 0 0 >3000 — 400
S2 10 270 0 0 >3000 — 300
S3 9 243 0 0 2000 - 350
S12 10 270 0 0 >3000 — 100
S13 16 432 1 0,23 2500 — 100
S 16 11 297 0 0 3000 — 800
S 17 11 297 0 0 >3000 — 500
S 28 11 297 0 0 >3000 — 100
S 32 6 162 0 0 2000 — 800
S33 4 108 0 0 2000 — 450
Total 97 2619 1 0,03 -

* N° de fragmentos amplificados x N° total de amostras



Figura 37 - Padrdes de amplificacdo por SCoT a partir de amostras de DNA de plantas oriundas de tratamentos de
V-Crioplaca de C. spinosa.

Legenda: Amplificacfes obtidas com os primers 2 (a), 13 (b) e 28 (c) a partir de amostras de DNA de plantas estoques (Px), plantas
regeneradas a partir de apices caulinares que constituiram o experimento controle da criopreservacao (-Px) e plantas regeneradas a
partir de &pices caulinares submetidos aos experimentos de criopreservagdo (+Px). M = marcador de peso molecular.

SOt
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4.4.3 Andlise pela técnica ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Tendo em vista os resultados obtidos com a técnica de SCoT, optou-se por utilizar
a mesma concentracdo da enzima Taq DNA polimerase (2,5 U) nos ensaios de ISSR.
Inicialmente foram analisados 17 primers quanto ao numero de fragmentos gerados como
produtos de amplificagéo, utilizando 40 °C como temperatura de anelamento. A partir dessa
ciclagem, foi possivel observar a formacdo de uma grande quantidade de bandas. Do total
avaliado, treze primers apresentaram produtos de amplificacdo, sendo observada a
formagéo de um total de 102 fragmentos, os quais variaram de 200 a 3000 pb (Figura 38a).

Visando estabelecer as condi¢cdes mais adequadas para a técnica ISSR foi
investigado o efeito do aumento da temperatura de anelamento (42, 45 e 48 °C) no padréo
de bandas resultante apds as reacdes de amplificacdo (Figuras 38b - 38d). Entre as
temperaturas de anelamento avaliadas, a de 45 °C resultou em um total de 118 fragmentos
amplificados, o0 maior nimero encontrado, que variaram de 150 a 3000 pb (Tabela 13).
Além disso, a essa temperatura houve a formacdo de fragmentos mais nitidos em
comparagdo com as reacOes executadas nas demais temperaturas avaliadas (Figura 38c).
Dessa forma, optou-se por empregar a temperatura de anelamento de 45 °C nos ensaios.

De um total del7 rimers avaliados, 10 foram selecionados (Tabela 13) para as
analises ISSR de plantas de C. spinosa oriundas de apices criopreservados, por

apresentarem consideravel namero de bandas nitidas e contaveis (4- 16 bandas).
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Figura 38 - Padrdes de amplificacdo por ISSR produzidos a partir de amostras de DNA
de plantas propagadas in vitro de C. spinosa utilizando 2,5 U Tag DNA
polimerase a diferentes temperaturas de anelamento (Continua).

a M 12 34 35 67 & 9101112 1314 15 1617

3000pb
2000pb
1500 pb
1000 pb
800pb
500pb
400 pb
300pb

200pb

b M12 3435 6 7 8 9101112 131415 16 17

3000pb
2000pb
1500pb
1000 pb
800pb
500pb
400pb
300pb

200pb
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Figura 38 - Padrdes de amplificacdo por ISSR produzidos a partir de amostras de DNA de
plantas propagadas in vitro de C. spinosa utilizando 2,5 U Tag DNA
polimerase a diferentes temperaturas de anelamento (Concluséo).

c M1 23 45 67 89 101112131415 16 17

3000pb
2000pb
1500 pb
1000 pb
800pb
500pb
400pb
300pb

200pb

d M1 2 345 67 8 91011121314 15 1617

3000bp
2000bp
1500bp
1000bp
800bp
500bp
400bp
300bp

200bp

Legenda: Padrdo de amplificacdo utilizando 40 °C (a); 42 °C (b); 45 °C (c) e 48 °C (d). Os
nameros representam os diferentes primers avaliados. M = marcador de peso molecular.
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Tabela 13-  Numero e tamanho de produtos de amplificagdo obtidos na triagem inicial
dos primers para a técnica ISSR.
Cadigo do Sequéncia TA N°de Tamanho dos
primer 5°>3) (°C) bandas fragmentos (pb)

11 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 45 4 400 -700
12 CTCTCTCTCTCTCTCTAG 45 3 300 -900
13 CTCTCTCTCTCTCTCTGC 45 8 300 - 1500
14 CACACACACACAAC 45 13 <200 - 2000
15 CACACACACACAGT 45 15 <200 - 2000
16 GAGAGAGAGAGAGG 40 13 300 — 2000
17 GTGTGTGTGTGTGG 45 12 300 — 2000
18 GAGAGAGAGAGACC 48 9 200 - 1500
19 GTGTGTGTGTGTCC — 0 —

110 CACCACCACGC 45 15 150 — 2000
111 GAGGAGGAGGC 45 8 500 - 1500
112 CTCCTCCTCGC 45 15 300 - 2000
13 GTGGTGGTGGC 40 11 200 - 1500
114 GTGTGTGTGTGTGTGTC 40 13 500 - 3000
115 ACACACACACACACACG 45 16 350 — 2000
|16 CACACACACACAAG — 0 —

17 CACACACACACAGG 48 6 400 -1500

Legenda: Os primers marcados em negrito foram selecionados para as analises ISSR.
TA = Temperatura de anelamento.
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Os produtos gerados pelas reaces de amplificacdo ISSR apresentaram um padréo
de bandas homogéneo (Figuras 39a - 39c). Os 10 primers amplificaram 161 fragmentos,
variando de 08 a 20 por amostra, com uma média de 16,1 bandas por primer. O tamanho
dos fragmentos amplificados variou de 100 a 3000 pb (Tabela 14)

A partir dessas amplificac6es foram originados um total de 4347 fragmentos sendo
todos monomarficos (100%), conforme expresso na tabela 15. A similaridade das amostras
foi corroborada através do célculo utilizando o indice de Jaccard que revelou um alto grau
de semelhanca (1,00) entre todas as amostras investigadas por meio da técnica ISSR
(Tabela 15).

Tabela 14 -  Caracteristicas dos produtos de amplificacdo detectados com os 10 primers
utilizados nas analises ISSR.

Cddigo N° de N° total de N° de Polimorfismos Tamanho dos
f’o fragr_n.entos fragmentos  fragmentos (%) fragmentos
primer  amplificados amplificados* polimorficos (pb)
11 8 216 0 0 1800 — 200
| 4 11 297 0 0 1300 — 250
5 12 324 0 0 2000 — 350
| 6 12 324 0 0 2000 — 300
|7 19 513 0 0 3000 — 250
110 16 432 0 0 1500 — 300
11 20 540 0 0 1800 — 100
112 20 540 0 0 2800 — 200
113 17 459 0 0 2500 - 200
|14 15 405 0 0 3000 — 300
115 11 297 0 0 2000 - 300
Total 161 4347 0 0 -

* N° de fragmentos amplificados x N° total de amostras



Figura 39 - Padrbes de amplificacdo por ISSR a partir de amostras de DNA de plantas oriundas de tratamentos de
V-Crioplaca de C. spinosa.

— s — V— —
— — T —

Legenda: AmplificacBes obtidas a partir dos primers 5 (a), 7 (b) e 12 (c) em amostras de DNA de plantas estoques (Px), plantas regeneradas a
partir de apices caulinares que constituiram o experimento controle da criopreservacao (-Px) e plantas regeneradas a partir de apices
caulinares submetidos aos experimentos de criopreservacdo (+Px). M = marcador de peso molecular.

11T
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Tabela 15 - Similaridade genética, de acordo com o Coeficiente de Jaccard, obtida por
analise SCoT e ISSR

SCoT ISSR

NUmero de NUmero de

Individuo  Fragmentos Similaridade Fragmentos  Similaridade

amplificados genética amplificados genética
por amostra por amostra

PM 97 -- 161 --

P1- 97 1,00 161 1,00
P1+ 97 1,00 161 1,00
P2- 97 1,00 161 1,00
P2+ 97 1,00 161 1,00
P3- 97 1,00 161 1,00
P3+ 97 1,00 161 1,00
P4- 97 1,00 161 1,00
P4+ 97 1,00 161 1,00
P5- 98 0,99 161 1,00
P5+ 97 1,00 161 1,00
P6- 97 1,00 161 1,00
P6+ 97 1,00 161 1,00
P7- 97 1,00 161 1,00
P7+ 97 1,00 161 1,00
P8- 97 1,00 161 1,00
P8+ 97 1,00 161 1,00
P9- 97 1,00 161 1,00
P9+ 97 1,00 161 1,00

PM = Planta matriz (P1 - P9).
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4.5 Determinacéo do perfil fitoquimico

4.5.1 Rendimento dos extratos

Apos a liofilizagdo dos materiais, foram utilizadas 10 g de material seco para o
preparo dos extratos. Os dados relativos aos pesos do material fresco e seco, assim como
ao rendimento ap0s o processo de extracdo, estdo descritos na Tabela 16. O maior
rendimento foi obtido para o material coletado a campo (PV), enquanto que as plantas
propagadas in vitro, tanto aquelas mantidas em estoque (PE) como as regeneradas a partir
dos apices criopreservados (PC), resultaram em valores de rendimento similares. Os
extratos concentrados apresentavam coloracdo diferentes entre si, onde a amostra PV

apresentava coloracédo esverdeada, enquanto PE e PC apresentavam coloragdo marrom.

Tabela 16 - Rendimento dos extratos metandlicos de C. spinosa obtidos a partir de
material coletado a campo e propagado in vitro.

) Peso fresco Peso seco ] Rendimento
Origem Residuo (g)
(9) (9) (%)
PV 51,39 10 2,060 4,00
PE 54,02 10 1,614 2,98
PC 54,02 10 1,601 2,96

Legenda: PV - parte aérea in vivo; PE - plantas in vitro mantidas em estoque; PC - plantas regeneradas de
criopreservacdo
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4.5.2 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD-UV)

Na analise do perfil fitoquimico de C. spinosa foram investigados cromatogramas
obtidos por CLAE-DAD-UV em diferentes comprimentos de onda: 190, 210, 254, 300,
340, 420, 480 e 600 nm. Para realizar uma comparacao entre as amostras e determinar
um perfil cromatogréfico (fingerprint), o comprimento de onda de 254 nm foi escolhido
para realizar uma andlise inicial por permitir a visualizacdo de um maior numero de
substancias sem sofrer influéncia dos solventes organicos da fase movel (acido acético e
acetonitrila).

Em todas as amostras de C. spinosa foi observado um grande nimero de sinais
nos cromatogramas, demonstrando a diversidade de substancias em sua composicao
(Figura 40).

A amostra PV apresentou uma maior diversidade de substancias, enquanto aquelas
preparadas a partir de plantas propagadas in vitro (PE e PC) mostraram fingerprints
similares. Foram obtidos 33, 30 e 42 sinais para 0s extratos de PV, PE e PC,
respectivamente, considerando os mesmos parametros de integracao.

Oito sinais com tempos de retencdo semelhantes foram encontrados nas trés
amostras. As amostras dos materiais in vitro (PE e PC) compartilharam 13 sinais. Ja as
amostras PV e PC, apresentaram quatro sinais em comum e PV e PE, apenas um sinal
em comum (Tabela 17). Sendo assim, a partir da analise do Coeficiente de Jaccard, foi
possivel constatar que as amostras PE e PC apresentaram maior grau de similaridade
(0,8). Enquanto PV foi a que mais diferiu das demais, apresentando um indice de
similaridade igual a 0,4 (Figura 41).

Foi possivel evidenciar uma grande concentracdo de sinais nos intervalos de
tempo de 14 - 20 e 54 - 60 minutos, sobretudo para os materiais propagados in vitro, o
que sugere a presenca de substancias com alta polaridade (nos menores tempos de
retencdo) e baixa polaridade (nos maiores tempos de retencdo). Ja para o material in vivo
(PV), os sinais se encontraram distribuidos ao longo de toda a corrida, caracterizando a
presenca de substancias de alta, média e baixa polaridade.

Tendo em vista apenas 0s sinais compartilhados entre as trés amostras e
considerando a porcentagem de area relativa desses sinais, foi possivel estabelecer uma
relacdo entre o tempo de retencdo, a concentracdo dessas substancias e seu padrdo de

distribuicdo nas amostras analisadas (Tabela 17). Sinais encontrados até 20 minutos
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apresentaram maior concentra¢do nos materiais cultivados in vitro (PE e PC). Conforme

0 tempo de retengdo foi aumentado, houve uma inversdo desse padrdo: as maiores

concentracdes foram obtidas em planta in vivo (PV).

Figura 40 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV em 254 nm a partir de

extratos metandlicos brutos de C. spinosa.
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Legenda: Parte aérea in vivo (PV); plantas estoques mantidas em in vitro (PE); plantas oriundas

do processo de criopreservacgéo (PC).
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Tabela 17 - Tempos de retencao e areas relativas dos sinais observados nos
cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV em 254 nm a partir de
extratos metandlicos de C. spinosa.

Campo (PV) Estoque (PE) Criopreservada (PC)
TR (min) AR (%) TR (min) AR (%) TR (min) AR (%)
3,23 0,03 2,81 0,13 2,87 0,22
3,55 0,03 3,10 0,27 3,10 0,22
4,03 0,04 3,24 0,56 3,18 0,22
16,53 0,04 4,02 0,08 3,24 1,10
17,51 0,01 13,85 0,01 3,89 0,01
17,73 0,02 15,20 0,09 4,02 0,20
21,75 0,03 15,55 0,09 4,21 0,05
26,17 0,08 15,70 0,01 5,64 0,01
27,65 0,06 15,86 0,02 14,80 0,03
28,16 0,03 16,21 0,06 14,93 0,02
30,78 0,03 16,51 0,14 15,18 0,12
31,37 0,07 16,75 0,01 15,55 0,05
32,20 0,04 16,98 0,01 15,68 0,01
33,26 0,23 17,51 0,11 15,84 0,03
36,47 0,04 17,72 0,05 16,18 0,04
36,97 1,05 18,66 0,06 16,45 0,15
38,91 0,03 18,82 0,02 16,61 0,05
39,51 0,09 19,62 0,12 16,98 0,01
39,84 0,03 19,72 0,03 17,51 0,03
52,22 0,01 20,26 0,05 17,72 0,02
54,77 0,37 20,37 0,04 18,51 0,04
56,10 0,02 54,77 0,16 18,82 0,02
56,41 0,12 56,10 0,01 19,44 0,04
57,48 0,29 56,41 0,04 19,62 0,03
58,85 0,08 58,86 0,01 19,72 0,02
59,29 0,94 59,33 0,60 20,08 0,03
60,65 0,26 60,89 0,14 20,27 0,06
61,19 0,18 65,83 0,04 20,37 0,03
61,58 0,47 66,55 0,17 30,69 0,01
62,67 0,15 - - 39,51 0,01
63,01 0,02 - - 39,83 0,01
65,82 0,17 - - 41,77 0,01
66,53 0,17 - - 42,24 0,05
- - - - 54,77 0,04
- ; - - 56,41 0,01
- - - - 57,51 0,19
- - - - 59,35 0,66
- - - - 60,86 0,05
- - - - 61,63 0,37
- - - - 65,82 0,03
- - - - 66,56 0,19

Legenda: TR = tempo de retengéo; AR = area relativa.
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Figura 41 - Dendograma gerado pelo método de Cluster usando o
Coeficiente de Jaccard para os diferentes extratos
metanolicos de C. spinosa.
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Legenda: Plantas estogues mantidas em in vitro (PE); plantas oriundas do
processo de criopreservacgdo (PC); e parte aérea in vivo (PV).
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Apo6s uma analise geral em 254 nm, foram avaliados também os cromatogramas
obtidos em 480 e 340 nm, comprimentos de onda associados com a deteccdo de
metabolitos da classe dos carotenoides e flavonoides, respectivamente.

A anélise dos cromatogramas obtidos em 480 nm (Figura 42) revelou a presenca
de sinais que se concentraram, principalmente, na faixa de 54 - 66 minutos (Tabela 18),
periodo em que a fase mdvel é constituida de acetonitrila pura ou com pouca quantidade
de 4gua, sugerindo a presenca de substancias de baixa polaridade (Figura 42).

A anédlise dos espectros de absorcdo em UV revelou a presenca de sinais
indicativos de substancias pertencentes a classe dos carotenoides. A tabela 19 mostra
alguns desses espectros de absorcéo visualizados em diferentes comprimentos de onda.

A andlise dos cromatogramas obtidos em 340 nm (Figuras 43 e 44) revelou a
presenca de sinais que se concentraram, principalmente, na faixa de 14 - 22 minutos e 30
- 38 minutos (Tabela 20), sugerindo a presenca de substancias de alta e média polaridade,
respectivamente (Figuras 43 e 44). Os sinais observados na amostra PV encontram-se
distribuidos ao longo de ambas as faixas de tempos de retencdo (Figura 43 e 44), ao passo
que aqueles encontrados nas amostras PE e PC, encontram-se distribuidos
majoritariamente na faixa de 14 — 22 minutos, caracterizando a presenca de substancias
de alta polaridade, (Figura 43).

A anélise dos espectros de absor¢do em UV sugere a presenca de sinais indicativos
de flavonoides glicosilados, de maior polaridade, e suas agliconas, de menor polaridade
(Tabela 21).
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Figura 42 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV em 480m nm (50 - 60 min) a
partir de extratos metanolicos brutos de C. spinosa.

ol PV

10

T T T T T T T T
] 82 i) % % 6 62 B 3 i

Legenda: Parte aérea in vivo (PV); plantas estoques mantidas em in vitro (PE); plantas
oriundas do processo de criopreservacao (PC). Os nimeros indicam os sinais
compartilhados pelas trés amostras.



Tabela 18 - Tempos de retencao e areas relativas dos sinais observados nos
cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV em 480 nm a partir de
extratos metandlicos de C. spinosa.

120

Campo (PV) Estoque (PE) Criopreservada (PC)
Sinais TR AR TR AR TR AR
(min) (%) (min) (%) (min) (%)

1 54,77 1,51 54,77 0,64 94,77 0,15
2 55,52 0,04 55,53 0,01 - -
3 56,09 0,06 56,10 0,02 - -

4 56,41 0,33 56,41 0,10 56,41 0,02

5 59,29 0,25 59,33 0,16 59,35 0,18
6 60,66 0,06 - - - -

7 61,58 0,20 - - 61,63 0,13
8 62,67 0,04 - - - -
9 65,82 0,03 - - - -

10 66,53 0,04 66,55 0,03 66,56 0,04

Legenda: TR =tempo de retencdo; AR = area relativa.
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Tabela 19 - Espectros de absor¢cdo UV indicativos de carotenoides, referentes aos sinais
obtidos a partir das analises cromatogréaficas de extratos metanolicos de C.

spinosa.

Amostras Espectros de absorg¢do UV

T AN N

U7 M M i i M S " i " R S N M~ » i SR R M"Y

Tempos de 47.66 54,77 57,52 59.33 65,83 66,56
retengdo

Legenda: Parte aérea in vivo (PV); plantas estoques mantidas em in vitro (PE); plantas
oriundas do processo de criopreservacao (PC).
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Figura 43 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV em 340 nm (5 -
25 minutos) a partir de extratos metandlicos de C. spinosa.
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Legenda: Parte aérea in vivo (PV); plantas estoques mantidas em in vitro (PE); plantas oriundas
do processo de criopreservacdo (PC). Os nimeros indicam os sinais compartilhados
pelas trés amostras.



Figura 44 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV em 340 nm (25-30
minutos) a partir de extratos metanolicos de C. spinosa.
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Legenda: Parte aérea in vivo (PV); plantas estoques mantidas em in vitro (PE); plantas oriundas
do processo de criopreservacdo (PC). Os nimeros indicam os sinais compartilhados

pelas trés amostras.

123



Tabela 20 - Tempos de retencdo e areas relativas dos sinais observados nos

124

cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV em 340 nm a partir de extratos

metanolicos de C. spinosa.

Campo (PV) Estoque (PE) Criopreservada (PC)

Sinais TR AR TR AR TR AR

(min) (%) (min) (%) (min) (%)
1 - - 15,15 0,01 15,17 0,01
2 16,27 0,04 16,25 0,19 16,24 0,08
3 16,53 0,08 16,52 0,21 16,52 0,12
4 17,51 0,02 17,51 0,17 17,51 0,13
5 17,73 0,03 17,72 - 17,72 0,05
6 - - 18,65 0,01 18,66 0,04
7 - - 18,82 0,04 18,82 0,03
8 - - 19,46 0,11 19,45 0,08
9 - - 19,62 0,08 19,63 0,06
10 - - 19,72 0,04 19,72 0,03
11 - - 20,07 0,01 20,08 0,01
11 - - 20,26 0,06 20,27 0,04
13 - - 20,37 0,05 20,37 30,09

Legenda: TR = tempo de retencdo; AR = &rea relativa,
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Tabela 21 - Espectros de absor¢do no UV indicativos de flavonoides, referentes
aos sinais obtidos a partir das analises cromatogréficas de extratos
metanolicos de C. spinosa.

Amostras Espectros de absor¢iio UV

PV

4
PE
PR " R "R do e ok de [T w0 wo w0
Tel“P°S~de 17.72 16,18 19,62 27,64 39,51
retengio

Legenda: Parte aérea in vivo (PV); plantas estoques mantidas em in vitro (PE); plantas oriundas do
processo de criopreservacdo (PC).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram propostas duas metodologias de criopreservacao, visando
dar continuidade a esta linha de pesquisa com a espécie Cleome spinosa. Estudos nesta
area com representantes da familia Cleomaceae ainda sdo muito limitados. Até o
momento, apenas C. spinosa e C. rosea foram investigadas sob o ponto de vista de
conservacao in vitro em longo prazo, com resultados publicados pelo nosso grupo de
pesquisa (CORDEIRO et al., 2015; CORDEIRO; SIMOES-GURGEL; ALBARELLO,
2016; VILARDO et al., 2019).

Para as duas técnicas propostas, Vitrificacdo e Dessecagdo associadas ao uso de
Crioplacas de aluminio (V-Crioplaca e D-Crioplaca), foram utilizados apices caulinares
excisados de microestacas cultivadas por duas a trés semanas. Alguns estudos ja
demonstraram a importancia do estabelecimento de culturas de microestacas durante um
periodo de tempo pré-determinado para servirem como fontes de explantes para a
criopreservagio (CHAROENSUB, et al. 2003; MARKOVIC et al., 2012). A partir dessas
culturas pode-se obter um material fisiologicamente mais homogéneo, minimizando o
efeito do tempo em cultura na recuperacdo do material apds a criopreservacdo
(CHAROENSUB, et al. 2003; MARKOVIC et al., 2012). Atualmente, diversos trabalhos
empregando as técnicas de V- e D-Crioplaca fazem uso das culturas de microestacas para
a obtencdo de explantes mais uniformes (MATSUMOTO et al., 2014; RAFIQUE et al.,
2015; SEKIZAWA et al., 2011; ENGELMANN-SYLVESTRE; ENGELMANN, 2015;
YAMAMOTO et al., 2012a, 2012b; YAMAMOTO et al., 2015).

Os estudos realizados utilizando a técnica de V-Crioplaca com C. spinosa,
visaram otimizar a criopreservacao de apices caulinares oriundos de plantas propagadas
in vitro. Os melhores resultados de sobrevivéncia (86%) e regeneragdo (70%)
anteriormente obtidos foram conseguidos com pré-tratamento em meio MS enriquecido
com concentracles crescentes de sacarose (0,25 M - 0,5 M), exposicdo ao loading (20
min) e tratamento com PVS2 a 0°C por 90 min. Ap6s 0 reaguecimento, os apices foram
inoculados em meio de recuperagdo (MS + 0,5 mg.L™ de BAP) por 30 dias (VILARDO,
2015). Tendo em vista esses resultados, no presente estudo foi avaliado o efeito de
modificagdes na etapa de recuperacao.

A condig&o de cultivo in vitro ap6s a criopreservacao (recuperacdo) constitui uma

importante etapa para garantir a viabilidade dos materiais criopreservados. Fatores como
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a intensidade luminosa e a composicdo salinica do meio de cultura, assim como
concentragéo, tempo de exposicao e natureza dos reguladores de crescimento utilizados,
desempenham um papel critico na resposta das culturas apos a criopreservacao. No
presente estudo, foram avaliados dois desses fatores: a concentracdo e o tempo de
exposicdo ao regulador de crescimento BAP. Vale ressaltar, que foram mantidas as
condicGes de pré-tratamento e loading previamente descritas para 0s primeiros protocolos
estabelecidos com a espécie, além de ser utilizada a solugcdo PVS2 (25°C e 0°C) por
diferentes tempos de exposicédo (0, 15, 30, 45, 60 e 90 min).

A atuacdo das citocininas, principalmente do BAP, na proliferacdo de brotos in
vitro é amplamente conhecida. O efeito positivo da suplementacdo do meio de
recuperacdo com citocininas vem sendo reportado em muitos estudos de criopreservacao
empregando diferentes técnicas (CANO-CASTILLO; CASAS, 2012; MANDAL et al.,
2007; MARKOVIC et al., 2014; MATSUMOTO et al., 2014; MATSUMOTO et al.,
2015b; NAIR et al., 2019; RAFIQUE et al., 2015; SANAYAIMA et al., 2006; WANG et
al., 2014). Apés a criopreservacao, as células vegetais necessitam de um estimulo para
retomar a divisdo celular uma vez que, frequentemente, podem ocorrer alteracées nos
niveis hormonais enddgenos devido ao estresse produzido durante o processo (WANG et
al., 2003).

Sendo assim, os primeiros experimentos realizados neste trabalho visando a
otimizacdo do protocolo de criopreservacdo pela técnica de V-Crioplaca, utilizaram a
reducdo (0,1 mg.L?) e o aumento (1,0 mg.L?) da concentragdo de BAP, quando
comparados aos estudos anteriores, mantendo o tempo de exposic¢édo por 30 dias. O uso
de 0,1 mg.L* de BAP resultou em baixos percentuais de recuperacio independentemente
do tratamento com PVS2. Entretanto, quando o mesmo regulador de crescimento foi
utilizado na concentragdo de 1,0 mg.L™, houve um aumento da taxa de recuperagéo. Essa
condicdo associada ao uso da PVVS2 a temperatura ambiente por longos periodos (45, 60
e 90 min), resultou na hiperhidricidade dos brotos, uma desordem fisioldgica, bioquimica
e morfoldgica que ocorre devido ao acimulo anormal de agua no interior das células
(VASCONCELOS et al., 2012), que imprime as caracteristicas encontradas no material
estudado. Por outro lado, quando a solucéo crioprotetora foi utilizada a 0°C, houve uma
diminuigdo no desenvolvimento de brotos com aspecto hiperhidrico.

A suplementacéo do meio de cultivo com citocininas, principalmente se utilizadas
em altas concentragdes, vem sendo associada com a inducgdo de hiperhidricidade
(VASCONCELOS et al., 2012), que pode resultar em estresse oxidativo das culturas,
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levando a diminuicdo da porcentagem de recuperacdo (HELOIR et al, 1997; PICOLI et
al., 2001). Wang e colaboradores (2003) avaliaram o efeito da suplementacéo do meio de
recuperacdo com BAP no desenvolvimento de apices caulinares de cultivares de Vitis sp.
e Citrus. sp. Embora para as espécies estudadas, o uso do regulador de crescimento tenha
sido essencial para a recuperacdo, sua utilizacdo a uma concentracdo superior a 4,4 mg.L"
! favoreceu o desenvolvimento de brotos hiperhidricos.

Os efeitos indesejaveis de uma condicdo hiperhidrica podem ser minimizados
mediante a reducdo da concentracdo ou do tempo de exposicdo aos reguladores de
crescimento (VASCONCELOS et al., 2012). Desta forma, novos experimentos foram
conduzidos com C. spinosa, nos quais o tempo de exposi¢cdo dos &pices a0 meio
suplementado com diferentes concentragdes de BAP (0,1; 0,5; 1,0 mg.L™) foi reduzido
para 15 dias.

A suplementagdo com uma menor concentragio de BAP (0,1 mg.L™) por 15 dias,
resultou nas menores taxas de sobrevivéncia e recuperagao observadas em todo o estudo,
demonstrando que o uso de concentracdo reduzida por um curto periodo de tempo néo foi
suficiente para estimular a proliferacdo celular nos apices caulinares de C. spinosa. Em
contrapartida, quando o meio de recuperacéo foi suplementado com 1,0 mg.L™* de BAP
por 15 dias, houve maior producao de brotos em relacdo a condicdo anterior. Além disso,
a diminuicdo do tempo de exposicao ao BAP favoreceu a qualidade fisioldgica dos brotos
desenvolvidos ap6s a criopreservacao, principalmente quando a PVS2 foi utilizada a 0°C.

Dentre todas as condi¢bes avaliadas, a utilizacdo de uma concentracao
intermediaria de BAP (0,5 mg.L ™) por 15 dias, associada ao tratamento com PVS2 a 0°C,
foi aquela que mais favoreceu a recuperacdo de &pices apOds a criopreservacao.
Empregando-se este protocolo, foi possivel obter 83% de sobrevivéncia e 76% de
recuperacéo, além de brotos fisiologicamente saudaveis. O uso de 0,5 mg.L! de BAP
também estimulou a proliferacdo de brotos apds a criopreservacdo de apices caulinares
de Crateva nurvala, Capparaceae, familia botanica em que C. spinosa estava
anteriormente inserida (SANAYAIMA et al., 2006). Entretanto os autores reportaram a
formagé&o de calos na base desses brotos.

Considerando os estudos com outra espécie do género Cleome, diferentemente do
que foi observado para C. spinosa, a avaliacdo do efeito da concentracéo e do tempo de
exposicdo ao BAP em C. rosea, ndo resultou em diferencas significativas na recuperagédo

de apices caulinares criopreservados pela técnica de V-Crioplaca (CORDEIRO et al.,
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2015). Para esta espécie, a exposicdo a 0,1 mg.L™* de BAP por sete dias, possibilitou que
fossem alcancadas taxa de recuperagéo de 100%.

Os resultados obtidos com C. spinosa demonstraram que, independentemente da
condicdo de recuperacao avaliada, o uso da solugdo PVS2 a 0°C quando comparada a sua
utilizacdo a temperatura ambiente (25°C), favoreceu tanto a sobrevivéncia como a
recuperacdo, principalmente considerando os &pices imersos em NL. A PVS2 € uma
solugé@o aquosa composta por crioprotetores que apresentam diferentes resisténcias em
atravessar as membranas celulares. Os crioprotetores que compdem essa solugcdo atuam
em conjunto e promovem a desidratacdo dos explantes. Tal fato contribui para a
sobrevivéncia a temperaturas criogénicas, uma vez que diminui a ocorréncia de lesdes
teciduais devido a cristalizacdo de moléculas de dgua (KIM et al., 2009).

Com relacdo aos componentes da PVS2, o alto peso molecular e a viscosidade
conferem ao glicerol um baixo poder de penetracdo quando comparado ao DMSO e ao
etilenoglicol (EG). Um estudo comparativo entre a toxicidade dos componentes das
solugdes crioprotetoras, realizado por Volk e colaboradores (2006), revelou que a taxa de
difusdo do glicerol é aumentada na presenca de DMSO e EG. Entretanto, se a solucéo
com glicerol for utilizada a 0°C seus efeitos toxicos podem ser minimizados, ja que a
baixas temperaturas, a velocidade de penetracdo da PVS2 é menor devido a diminuigdo
do poder de penetracdo do EG (SUZUKI et al., 2008; VOLK; HARRIS; ROTINDO,
2006).

Além da temperatura, a duracdo do tempo de exposicao a solucao de vitrificacao
também deve ser determinada de forma precisa para encontrar um equilibrio entre a
toxicidade e sua agdo crioprotetora (VUJOVIC et al., 2011). Em geral, a exposicio a
PVS2 a 25°C por periodos prolongados, vem sendo apontada como um fator que afeta
negativamente a recuperacdo de apices criopreservados (KALITA et al., 2012; MENON
etal., 2012). Tal fato pode ser atribuido ao aumento da velocidade de penetracdo quando
utilizada a temperatura ambiente, o que pode ocasionar estresse osmotico ou toxicidade
quimica. De forma antagbnica, os tratamentos que envolvem o uso de PVS2 a 0°C
geralmente requerem maiores tempos de exposi¢do para atingirem niveis de desidratacéo
adequados (MENON et al., 2012).

Para os apices caulinares de C. spinosa, 0 aumento excessivo do tempo de
exposicdo a PVS2 a 25°C, resultou em valores menos expressivos de sobrevivéncia e
recuperacdo, para apices imersos ou ndo em NL. Entretanto, quando a solucdo foi

empregada a 0°C, o aumento do tempo de exposic¢ao favoreceu o incremento das taxas de



130

sobrevivéncia e recuperacdo. Assim como ja observado em estudos anteriores com a
espécie (VILARDO, 2015), os valores mais expressivos de sobrevivéncia e recuperacdo
foram obtidos apds os tratamentos com PVS2 a 0°C por 90 min. Essa mesma condicao
(PVS2 a 0 °C por 90 min) também favoreceu a recuperacdo de apices de C. rosea
criopreservados pela técnica de V-Crioplaca (CORDEIRO et al., 2015). Diversos
trabalhos tém sido realizados visando investigar o efeito comparativo entre a temperatura
e 0 tempo de exposicdo a PVS2 na criopreservacdo. O aumento do tempo de incubagdo
em PVS2 a 0°C, também resultou em um efeito positivo na criopreservacdo de apices
caulinares de Clinopodium odorum (ENGELMANN-SYLVESTRE; ENGELMANN,
2015). Ja para &pices de Perrilla frutescens, o uso da solugdo a 0°C nao foi favoravel a
criopreservacdo. Nesse caso, 0 maior percentual de recuperacdo encontrado (70%) foi
utilizando a solucdo PVS2 a 25°C por 15 min (MATSUMOTO et al., 2014).

A outra técnica de criopreservacdo utilizada no presente trabalho, a D-Crioplaca,
foi avaliada pela primeira vez para uma espécie da familia Cleomaceae. Para o
estabelecimento da técnica, foi investigada a reducédo do teor hidrico dos apices a partir
da exposicdo do material ao pré-cultivo com diferentes concentracfes de sacarose e a
silica gel.

O pre-cultivo dos materiais em meio de cultura enriquecido com altas
concentragOes de acucares, em geral a sacarose, normalmente é empregado antes das
etapas de criopreservacdo. Esses solutos conferem a célula maior tolerancia a dessecacéo
e ao resfriamento, diminuindo o estresse mecanico causado pela etapa de desidratacédo
subsequente (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008). Além disso, a sacarose atua mantendo
a estabilidade das membranas celulares, ja que é capaz de se ligar aos fosfolipidios,
substituindo as moléculas de agua (HELLIOT et al., 2003; ZHU et al., 2006). Salma e
colaboradores (2014) avaliaram a influéncia do pré-cultivo na recuperacdo de calos
poliembriogénicos de duas variedades de tamareiras criopreservadas pela técnica de D-
Crioplaca. Os autores constataram que 0 uso do pré-cultivo em meio enriquecido com
sacarose aumentou em até 20% a recuperacdo dos materiais para ambas as variedades
testadas.

A avaliagdo do teor hidrico residual dos &pices de C. spinosa incubados em
diferentes concentracdes de sacarose permitiu selecionar a condi¢cdo mais adequada para
dar prosseguimento aos experimentos. O tratamento eleito foi aquele no qual os apices
foram expostos a concentragdes crescentes de sacarose, 0,25 M - 0,5 M, permanecendo

24 h em cada concentracdo. Esse pré-tratamento resultou em 56% de teor hidrico residual
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e em 100% de regeneracdo dos apices. Embora outros tratamentos avaliados tenham
resultado em valores residuais de teor hidrico ainda menores e tenham mantido a mesma
taxa de regeneracéo, a qualidade dos brotos desenvolvidos foi determinante para a selecéo
do tratamento. Apenas no pré-cultivo descrito acima foi observado o desenvolvimento de
brotos com aspecto fenotipico normal. Nos demais tratamentos, a exposicdo a altas
concentracdes de sacarose resultou em hiperhidricidade e formacao de calo na base dos
brotos.

Para muitas espécies, o pré-cultivo do material diretamente em meio contendo
uma alta concentracao de sacarose por longos periodos de tempo pode acarretar em efeitos
deletérios a sobrevivéncia do material bioldgico (WANG et al., 2005). Para minimizar
esses problemas e a fim de se obter uma desidratagdo mais lenta e gradual, podem ser
aplicados pré-cultivos com aumento gradativo da concentracdo do aglcar. Desta forma, a
exposicdo a uma menor concentracdo de sacarose, seguida do incremento da mesma,
possibilita a adaptacdo dos apices a estresses osmoticos intermediérios antes das etapas
de desidratacdo, resultando em melhores respostas fisioldgicas (KIM; LEE, 2012).

Tendo em vista o seu papel na inducédo de tolerancia a desidratacdo, optou-se pelo
uso da solucédo de loading ap6s o pré-cultivo em todos os tratamentos avaliados para a
técnica de D-Crioplaca (SAKAL; HIRAL; NIINO, 2008). Muitos trabalhos sugerem que o
tratamento prévio com uma solucdo de osmoprotecdo, antes da etapa de desidratacéo
(osmética ou evaporativa), pode minimizar danos ocasionados pela desidratacao
excessiva (ARIZAGA et al., 2016; NIINO et al., 2013; PENNYCOOKE; TOWILL,
2001). Matsumoto e colaboradores (2015b) constataram o efeito positivo do tratamento
prévio com a solucdo de loading antes da etapa de desidratacdo evaporativa na
recuperacdo de apices caulinares de caqui apds criopreservacdo pela técnica de D-
Crioplaca. Neste estudo, a realizacdo da etapa de exposi¢cdo ao loading antes da
dessecacdo em fluxo laminar, resultou em 96% de recuperacdo ap6s a criopreservacao.
Para C. spinosa, a exposi¢édo ao loading auxiliou no processo de desidratagdo e material
ndo apresentou sinais de oxidacao.

A maioria dos trabalhos que emprega a técnica de D-Crioplaca utiliza a etapa de
desidratacdo evaporativa em fluxo laminar, uma vez que a técnica foi originalmente
estabelecida utilizando esta metodologia (NIINO et al., 2013). Entretanto, a taxa de
desidratacdo nestas condicGes pode variar entre laboratorios devido a diferencas na
temperatura ambiente, umidade relativa do ar, assim como as variagdes inerentes a
velocidade do fluxo laminar (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008; NIINO et al., 2014). A
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fim de minimizar esses problemas e tornar a técnica mais reprodutivel, Niino e
colaboradores (2014) realizaram um estudo comparativo entre a dessecacdo em fluxo
laminar e em silica gel e observaram uma correlacdo entre ambas as metodologias,
principalmente quando se utilizam tempos bastante elevados. Sendo assim, 0s autores
sujerem o uso da silica gel para padronizar a etapa de desidratacdo. Entdo, para os estudos
com C. spinosa optou-se pelo uso da dessecacdo em silica gel.

Inicialmente os &pices foram avaliados quanto ao contetdo hidrico residual e a
capacidade regenerativa ap0s as etapas de pré-cultivo, loading e exposicao a silica gel por
diferentes periodos de tempo, sem imersao no NL. A partir das respostas de regeneragdo
observadas, foram selecionados trés tempos de dessecacdo em silica gel (30, 60 e 90 min)
nos quais a reducdo do contetdo hidrico ndo comprometeu as taxas de regeneracao, que
se mantiveram elevadas.

Quando os apices foram criopreservados, o tratamento por 60 min em silica gel se
mostrou o mais efetivo, alcancando 40% de sobrevivéncia e também de recuperagdo. De
forma similar, Dhungana e colaboradores (2017), em seu estudo com &pices caulinares
de Vaccinium sp., constataram que a associacdo do pré-cultivo, loading e exposic¢éo ao
fluxo laminar por 60 min foram as melhores condicdes para a criopreservacao pela técnica
de D-Crioplaca. Contudo, em geral, as melhores condigdes para a criopreservacao através
de técnicas que utilizam desidratacdo evaporativa, como é o caso da D-Crioplaca,
envolvem a dessecacgdo por periodos muito mais extensos, podendo chegar a até 180 min
(NIINO et al., 2013; NIINO et al., 2014; SALMA et al., 2014; YAMAMOTO et al.,
2015). O menor tempo requerido no presente trabalho pode estar associado as condigdes
de pré-cultivo e ao método de desidratacdo empregados, uma vez que, normalmente, a
desidratacdo utilizando silica gel ocorre de forma mais rapida quando comparada aquela
em fluxo laminar (NIINO et al., 2014).

Tendo em vista os primeiros resultados com a técnica de D-Crioplaca, novos
experimentos foram delineados a fim de otimizar a taxa de recuperacdo do material.
Dentre as alteragdes mais comuns e frequentemente associadas ao aumento das taxas de
recuperacao, estdo aquelas relacionadas com as solugGes de loading e de polimerizagéo.
Sendo assim, inicialmente, foram realizadas modificagbes no emprego da solucdo
loading: mantendo a concentracdo de sacarose padrdo e aumentando o tempo de
exposi¢do ou aumentando a concentracdo de sacarose e mantendo o tempo de exposicao.

Muitos estudos envolvendo a técnica de D-Crioplaca associam o aumento da

capacidade de recuperacdo dos materiais criopreservados com alteracfes na solugéo de
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loading padrdo (MATSUMOTO et al., 2015; NIINO et al., 2013; RAFIQUE et al., 2016;
VALLE-ARIZAGA et al., 2016). Entretanto, para C. spinosa, as alteragdes no tempo de
exposicdo e concentracdo da solucdo de loading resultaram em um efeito negativo na
sobrevivéncia e recuperacdo de apices criopreservados por meio da técnica de D-
Crioplaca. Provavelmente, 0 aumento do tempo de exposic¢éo e/ou a concentracdo dos
agentes crioprotetores presentes nessa solugdo promoveram uma desidratacdo excessiva
do material, influenciando negativamente a eficacia do processo.

Dessa forma, optou-se por manter o uso da solucdo de loading padrao e realizar
alteracdo na concentracdo de sacarose nas solucGes de polimerizacdo. Através de
levantamento bibliografico, foi possivel tracar uma correlagdo entre a concentracdo de
sacarose no meio de pré-cultivo e nas solucBes de polimerizagdo. De modo geral, as
solucdes de polimerizacdo apresentavam uma concentracdo de sacarose 0,1 M superior
aquelas empregadas no pré-cultivo (ARIZAGA et al., 2016; DHUNGANA et al., 2017;
MATSUMOTO et al., 2015; NIINO et al., 2013; TANAKA et al., 2016;VUJOVIC et al.,
2015). Sendo assim, nos experimentos subsequentes, a concentracdo de sacarose na
solucdo de alginato de célcio foi ajustada para 0,6 M. Essa condicdo associada a
recuperacéo por 15 dias em meio suplementado com 0,5 mg.L™* de BAP se mostrou a
mais eficaz para a criopreservacdo de apices caulinares de C. spinosa por essa técnica.

Os resultados alcancados com C. spinosa reforcam a eficicia das técnicas em
Crioplacas de aluminio para a criopreservacdo do material vegetal. O uso das técnicas de
V- e D-Crioplaca resulta no incremento das taxas de recuperacdo em diversas espécies
(NIINO et. al., 2013; SALMA et al., 2014; SEKIZAWA et al., 2011; YAMAMOTO et
al., 2012a; YAMAMOTO et al., 2015). Para C. spinosa, 0 uso das crioplacas também
elevou as taxas de sobrevivéncia e recuperacdo alcancadas apds a imersdao em NL.
Quando apices caulinares de C. spinosa foram criopreservados pela técnica de
Vitrificacdo, foram alcancados apenas 26% de recuperacdo (VILARDO et al., 2019). O
uso das crioplacas possibilitou que fossem alcancadas taxas de recuperacdo até 70% e
76% para D- e V-Crioplaca, respectivamente.

A obtencdo de maiores percentuais de recuperagédo do material criopreservado
pelas técnicas em crioplacas, vem sendo diretamente relacionada com o aumento da
eficiéncia dos processos de resfriamento e reaquecimento (HIRAI, 2011). A alta
condutividade térmica do aluminio, o contato direto com o NL e, no caso da V-Crioplaca,
0 pequeno volume de solucéo crioprotetora, sdo fatores que aumentam significativamente
a probabilidade de se alcancar o estado vitreo (NIINO et al., 2013; YAMAMOTO et al.,
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2011). Além disso, essas técnicas possibilitam executar com maior precisao as diversas
etapas pelas quais os materiais sdo submetidos, facilitam a manipulacéo e favorecem o
uso de um numero maior de explantes por experimento (YAMAMOTO et al., 2011).
Entretanto, a eficiéncia dos protocolos de criopreservacdo ndo depende somente da
obtencdo de elevadas taxas de sobrevivéncia e recuperacdo do material. Para que sejam
efetivamente Uteis, devem ser considerados também outros fatores, como a estabilidade
genética e a manutencdo do potencial biossintético, os quais validardo o uso da
metodologia na conservacao dos germoplasmas de interesse (NIAZIAN, 2019). Nesse
sentido, o presente trabalho representa o primeiro estudo envolvendo analise molecular e
fitoquimica, além da aclimatizacdo de plantas desenvolvidas a partir de material
criopreservado para o género Cleome.

Embora a criopreservacdo seja uma ferramenta que permite a conservacao de
germoplasmas vegetais em longo prazo, minimizando os riscos de perda da diversidade
genética, os procedimentos empregados podem causar estresse e danos de diversas
naturezas (fisicos, quimicos e fisioldgicos) nos tecidos vegetais. Estes, muitas vezes,
podem estar associados a diferentes fatores, tais como as etapas de cultivo in vitro,
exposicdo a agentes de alta osmolaridade, imersdo em NL e recuperacdo (HARDING,
2004) os quais podem causar efeitos negativos para a estabilidade genética do material e
induzir variagdes somaclonais (AHUJA et al., 2002). Dessa forma, é importante que 0s
protocolos de criopreservacao sejam associados a avaliacdo da estabilidade genética dos
materiais (AL-QURAINY et al., 2017; ANTONY et al., 2015; CHOUDHARY et al.,
2013; LI et al., 2017). Tal avaliagdo pode ser realizada empregando mercadores
morfoldgicos, moleculares e fiotquimicao.

Dessa forma, buscou-se analisar as caracteristicas morfologicas das plantas
regeneradas dos estudos de criopreservacdo por meio do processo de aclimatizacdo. A
aclimatizacdo consiste em diversos eventos que visam a transferéncia das plantas da
condicdo de cultivo in vitro para condigdes ex vitro. No cultivo in vitro, as plantas
apresentam fontes continuas de carbono, sais minerais, vitaminas e alta disponibilidade
hidrica de modo que a taxa fotossintética é muito reduzida (KUMAR; REDDY, 2011).
Ao serem transferidas para condigdes ex vitro, estdo sujeitas a uma grande variagao de
ambiente e de disponibilidade de recursos, o que pode acarretar na reducdo do
crescimento ou desidratacdo do material. Tais respostas fisioldgicas muitas vezes estdo
associadas a auséncia de estdmatos funcionais e reduzida capacidade de formacgéo de
cuticulas cerosas (GUERRA; NODARI, 2006). Entretanto, para C. spinosa, foi obtida
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uma taxa de 100% de aclimatizacdo apo6s 60 dias. Os resultados obtidos no presente
estudo foram superiores aos de Albarello e colaboradores (2006) para a mesma espécie.
Nesse estudo, os autores relatam que os brotos derivados de explantes hipocotiledonares,
apresentaram 84% de aclimatizacao apds igual periodo de tempo (ALBARELLO et al.,
2006).

Além da taxa de aclimatizacdo, outros dois fatores foram avaliados no presente
estudo: a altura média das plantas e nimero de folhas desenvolvidas. Ao final de 60 dias,
as plantas aclimatizadas de C. spinosa apresentaram uma variacdo média de 11cm de
altura e 16 folhas. O aumento desses parametros foi proporcional ao tempo de cultivo ex
vitro. Adicionalmente, apds esse periodo, também foi evidenciado o aumento da
superficie foliar. Tal fato relaciona-se com a questdo de que é durante o processo de
aclimatizacdo que a planta comeca a ativar seus fotossistemas 1 e 2, assim como ocorre a
formacéo de cloroplastos. Moreira et al. (2006) afirmam que esses parametros sdo uma
importante caracteristica, pois mudas com maior nimero de folhas tendem a apresentar
um maior indice de sobrevivéncia no campo, uma vez que estas sdo as estruturas
responsaveis pela captacdo de energia solar e producdo de compostos organicos por meio
da fotossintese.

O segundo marcador utilizado visando a anélise da estabilidade genética em
plantas foi 0 molecular. Essas técnicas requerem métodos rapidos e precisos para extracao
de DNA. O processo de extracdo de DNA consiste em duas etapas: na primeira etapa
ocorre o rompimento das membranas celulares que resulta na liberagdo do DNA, processo
que ocorre devido a adicdo de detergentes; e na segunda fase ha a purificacdo do DNA
em solucdo por meio de sucessivas etapas de lavagem que visam a separacdo do material
de interesse dos componentes celulares da solucdo (ROMANO; BRASILEIRO, 2003).
Neste estudo, buscou-se analisar trés diferentes metodologias de extracdo de material
gendmico a fim de selecionar aquela que apresentasse o melhor rendimento e qualidade
do DNA extraido. Foram avaliadas duas metodologias que utilizam o detergente CTAB
(LANZA et al., 1997; HEALEY et al., 2014), o qual solubiliza as membranas, formando
com o DNA um complexo que facilita uma posterior precipitagdo, e o SDS
(DELLAPORTA et al., 1983) que, em associagdo com altas concentracOes de acetato de
potassio, promove a precipitacdo simultanea de proteina e polissacarideos.

O DNA extraido pelo método CTAB segundo Lanza e colaboradores (1997)
apresentou um baixo rendimento, sendo evidenciada a presenca de rastros ao longo do

gel e fragmentos de baixo peso molecular. Tal fato pode estar associado a ocorréncia de
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contaminantes (RNA, proteinas, polissacarideos, polifenois) os quais podem se ligar ao
DNA, comprometendo sua precipitacdo. Essas substancias sdo reportadas na literatura
como agentes que podem promover a degradacdo do DNA devido a oxidag&o e até mesmo
inibir a acdo de enzimas, como por exemplo, a DNA polimerase (MOLINARI,
CROCHEMORE, 2001). A maioria dos protocolos visando a extracdo do DNA utilizam
0 protocolo CTAB padrdo, ou com algumas modifica¢Ges, visando resolver problemas
especificos da espécie em estudo (ROMANO; BRASILEIRO, 2003; HEALEY et al.,
2014), inclusive para C. spinosa (DOMYATI et al., 2011; GURU; SINGH; PURAK,
2017).

Tendo em vista principalmente a qualidade do DNA extraido, no presente estudo
foi testado outro protocolo tendo como base o detergente SDS (DELLAPORTA et al.,
1983). O uso dessa metodologia resultou em um rendimento inferior ao obtido com o
CTAB padrao (LANZA et al., 1997), porém melhorou a qualidade do DNA extraido uma
vez que ndo foi possivel visualizar rastros e fragmentos de menor peso molecular. A
diminuicdo do rendimento da extracdo, dentre outros fatores, pode estar associada as
sucessivas etapas de purificacdo do DNA descritas no protocolo.

Além dos métodos propostos, também foi avaliado um protocolo de CTAB
modificado (HEALEY et al., 2014) que vem sendo utilizado na literatura com sucesso,
indicado as espécies consideradas recalcitrantes para as metodologias baseadas em CTAB
padrdo. Com esse protocolo foi possivel obter uma quantidade consideravel de DNA com
expressiva qualidade associada. Tal técnica se baseia na utilizacdo de uma alta
concentracdo de NaCl, minimizando a extracdo de polissacarideos complexos e
substancias fendlicas junto ao DNA. Além disso, este protocolo utiliza RNAse em etapas
iniciais (cloroférmio-alcool isoamilico) garantindo a remocdo total da enzima ao longo
do processo. A diminui¢do do numero de etapas desse protocolo € uma outra vantagem
associada, j& que torna o procedimento mais rpido (HEALEY et al., 2014).

Para realizar a andlise da estabilidade genética dos materiais criopreservados,
foram utilizadas duas técnicas de marcadores moleculares, SCoT e ISSR, que permitem
uma varredura do genoma de forma relativamente simples, rapida, de baixo custo, sem
haver necessidade do conhecimento prévio do genoma. O marcador SCoT por ter seus
primers baseados em sequéncias que flanqueiam regides codificadoras no genoma,
associadas a genes funcionais, & uma técnica bastante robusta (COLLARD; MACKILL,
2009). Ja o marcador ISSR consegue varrer grande parte do DNA uma vez que seu primer

¢ baseado em regides de microssatélites amplamente distribuidas no genoma
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(ZIETKIEWICZ et al., 1994). Essas técnicas vém sendo utilizadas em estudos visando a
monitoramento da estabilidade genética de plantas regeneradas a partir de sistemas de
cultivo in vitro (AGARWAL et al., 2016; AL-QURAINY et al., 2017; Bl et al., 2016;
BHATIAetal., 2011; MUTHUKUMAR; KUMAR; RAO, 2016; RATHORE et al., 2014;
ZHANG et al., 2013).

A escolha do marcador molecular, deve considerar, entre outros fatores, a
reprodutibilidade da técnica (KUMAR et al., 2009). Estudos mostram que o tamanho do
primer, assim como sua temperatura de anelamento na reacdo de PCR, sdo importantes
fatores associados a essa caracteristica. Primers maiores, contendo 16 - 24 nucleotideos,
ou que apresentem uma grande porcentagem de bases CG normalmente requerem
temperaturas de anelamento mais elevadas e tendem a ser mais reprodutiveis
(JOHNSON; CLABOT, 2000). Os primers de SCoT e ISSR utilizados no estudo
variaram de 11 - 18 nucleotideos, apresentando um tamanho consideravel. Todos foram
testados em amostras de DNA distintas e apresentaram 0 mesmo padréo de fragmentos
gerados, corroborando a reprodutibilidade das técnicas.

Visando a obtencdo de melhores resultados e a economia de recursos, ambas as
técnicas foram padronizadas quanto as condi¢fes das reacGes de PCR para C. spinosa,
principalmente no que diz respeito a temperatura de anelamento dos primers. Collard e
Mackill (2009) recomendam que a etapa de anelamento nas rea¢des de PCR para a técnica
SCoT seja realizada a temperatura de 50 °C, uma vez que todos os iniciadores apresentam
0 mesmo tamanho. Entretanto, ressaltam que é necessario realizar adequacdes para a
espécie em estudo, pois a temperatura descrita para determinado primer nem sempre é
funcional para todas as espécies. No caso de C. spinosa, a temperatura de anelamento que
resultou em uma maior quantidade de fragmentos e, portanto, selecionada para dar
continuidade com o0s experimentos empregando o marcador SCoT foi 48°C. Para os
primers de ISSR, como apresentavam tamanho e composicao variavel, foram realizados
alguns testes com temperaturas crescentes iniciando a 40°C, temperatura previamente
utilizada com sucesso para a amplificacdo desses primers (DOMYATI et al., 2011).
Neste caso, buscou-se investigar o efeito de temperaturas mais elevadas na amplificacao,
uma vez que quanto maior a temperatura de anelamento, maior é a interagdo entre o
primer e o fragmento de DNA (JOHNSON; CLABOT, 2000). Dessa forma, 0s
experimentos de ISSR foram realizados a 45°C.

Os ensaios visando a andlise da estabilidade genética de plantas de C. spinosa

recuperadas apo0s a criopreservacao pelo método de V-Crioplaca foram realizados através
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da comparacdo de um mesmo germoplasma vegetal submetido aos tratamentos de
criopreservacao (-NL e +NL) em comparacdo com sua planta matriz.

As analises pela técnica SCoT resultaram em um total de 2619 fragmentos com
um alto grau de bandas monomorficas (99,97%). Dos dez primers avaliados, apenas um
fragmento polimarfico foi evidenciado considerando nove grupos de plantas analisados.
Similarmente, Al-Qurainy e colaboradores (2017), também constataram uma baixa
variacdo genética ao investigarem plantulas desenvolvidas ap6s a criopreservacao de
calos embriogénicos.

A maioria dos trabalhos que avaliam a estabilidade genética apés a
criopreservagdo ndo encontram variagdes nos regenerantes. Normalmente, quando
alguma diferenca é encontrada, a causa é atribuida ao processo de cultivo e regeneracdo
in vitro associados ao processo de criopreservacdo (MARTIN; GONZALEZ-BENITO,
2005; WANG et al. 2014). No presente estudo, o polimorfismo foi revelado na amostra -
P5, podendo ser resultado das etapas de cultivo in vitro e/ou tratamento visando a
desidratacdo. Tal alteracdo, provavelmente, ndo estd associada a imersdo em NL visto que
a amostra +P5 ndo apresentou o referido fragmento. A técnica SCoT, em associacdo com
outro marcador molecular, também foi utilizada para analisar a estabilidade genética de
protocormos de orquidea criopreservados. A partir das analises, foi possivel observar que
pelo menos quatro primers apresentaram fragmentos polimoérficos para ambos os
tratamentos, -NL e +NL. Dessa forma, os autores enfatizam que tal variacdo ndo foi
causada pela imersdo em NL e sim devido ao cultivo in vitro associado as etapas de
criopreservacdo (ANTONY et al., 2015).

As andlises pela técnica ISSR resultaram em um total de 4347 fragmentos bem
definidos e homogéneos, sendo todos monomorficos. E importante destacar que no
presente estudo, foram utilizados primers ISSR ancorados, 0s quais se pareiam em regides
especificas do DNA, produzindo bandas com boa resolu¢cdo (REDDY et al., 2002).
Similarmente, na analise da estabilidade genética de plantas de amora (Morus sp.),
desenvolvidas a partir de gemas dormentes criopreservadas, foi alcancado 100% de
fragmentos monomérficos (CHOUDHARY et al., 2013). Zhang e colaboradores (2015)
também empregaram a técnica de ISSR em associa¢do com outro marcador molecular. A
partir dos primers avaliados, ndo foram evidenciados fragmentos polimorficos em plantas
regeneradas a partir de apices criopreservados. Outro estudo de fidelidade genética foi
realizado com Fragaria vesca ap0s a criopreservacdo, utilizando trés marcadores

moleculares distintos. Uma das 16 plantas avaliadas ap0s a criopreservacdo apresentou
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uma banda polimérfica na amplificagdo com um dos marcadores moleculares. Entretanto,
0s autores enfatizam que esta resposta representa uma pequena porcentagem do total de
fragmentos analisados, ressaltando que o processo de criopreservacdo pode ser
considerado eficiente (SOLOV’EVA; VYSOTSKAYA; DOLGIKH, 2016).

A associacdo das duas técnicas de marcadores moleculares utilizadas para C.
spinosa oferece um maior respaldo quanto aos resultados obtidos (MARTIN et al. 2011).
Entretanto, algumas alteracBes genéticas (pontos de mutagdes raros, presencas de copias
extra de alguns genes, variacdo no numero de cromossomos etc.) podem ndo ser
detectadas por marcadores moleculares. I1sso se deve ao fato de que essas técnicas ndo sdo
capazes de avaliar o genoma em sua totalidade. (HARDING, 2004; MARTIN;
GONZALEZ-BENITO, 2005). Sendo assim, o uso de um tnico marcador molecular pode
subestimar a possibilidade de instabilidade genética, tornando necessaria a associacdo
entre dois ou mais marcadores.

Além da avaliacdo da estabilidade morfolégica e molecular, é interessante
também realizar a estabilidade metabdlica (avaliacdo fitoquimica) dos materiais
submetidos aos procedimentos de criopreservacao, sobretudo quando se trata de espécies
medicinais de uso popular, como € o caso de C. spinosa. Estudos visando a investigacao
da capacidade de manutencdo da producdo de substancias bioativas em plantas
regeneradas apds o processo de criopreservacdo vém crescendo nas Gltimas décadas
(AHUJA et al., 2002; Bl et al., 2016; DIXIT-SHARMA et al. 2005; KRISHNAN et al.
2011; MEDINA; CASAS, 2013; SKYBA et al. 2010).

A anélise fitoquimica da espécie C. spinosa com a finalidade de se comparar
extratos obtidos de plantas in vivo (PV), propagadas in vitro mantidas em estoque (PE) e
regeneradas a partir do processo de criopreservacdo (PC) foi realizada pela primeira vez
no presente trabalho. Para a obtencdo dos extratos, foi empregado o método de extracao
por maceragdo uma vez que este ja havia sido reportado para a espécie (ALBARELLO et
al., 2011). Nesta técnica, o material vegetal é submetido a extracdo por exaustdo com o
solvente o qual permanece em contato direto com o vegetal por periodo determinado
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O extrato obtido de plantas in vivo, embora tenha resultado de um peso de matéria
fresca inferior, apresentou um maior rendimento quando comparado aqueles obtidos de
plantas cultivadas in vitro. Além disso, esse extrato também diferiu dos demais quanto a
sua coloracdo a qual se apresentou esverdeada. Tal caracteristica provavelmente foi

evidenciada em virtude do maior teor de clorofila existente nas plantas mantidas in vivo,
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ja que a manutencdo da mesma sob condi¢des in vitro reduz significativamente a taxa
fotossintética (GUERRA; NODARI, 2006).

As analises por CLAE-DAD-UV foram realizadas a fim de determinar um perfil
de fingerprint para a espécie. Inicialmente foi realizada a analise em 254 nm ja que é um
comprimento de onda capaz de ser absorvido por uma vasta variedade de moléculas
(PAVIA et al., 2012). Essas anélises revelaram que a planta in vivo (PV) apresenta uma
grande diversidade de sinais 0s quais foram detectados ao longo de toda a corrida de modo
homogéneo. Ao passo que para os materiais cultivados in vitro (PE e PC), foi possivel
encontrar algumas faixas em que esses sinais se concentravam. Tal fato pode estar
relacionado ao ambiente em que esses organismos estao cultivados. Na condi¢éo in vivo,
a planta est4 suscetivel a uma série de fatores bi6ticos e abidticos que modulam a sintese
de metabdlitos especiais. A alta intensidade luminosa da luz solar, variacGes sazonais,
intempéries e pragas sdo fatores que podem favorecer a sintese de uma maior diversidade
de metabdlitos especiais encontrados nesses materiais (GANDHI et al., 2015; JIMENEZ-
GARCIA et al., 2013).

O perfil de fingerprint similar tanto para PE como PC foi corroborado através da
analise estatistica tomando como parametro o coeficiente de similaridade de Jaccard. Tais
amostras compartilham uma grande quantidade de sinais, resultando em um alto indice
de similaridade. Ja a amostra PV, apresentou uma ampla diversidade nos sinais
encontrados e, portanto, foi a que mais diferiu dos demais. Esses dados indicam que 0s
tratamentos de criopreservacao aos quais os apices foram submetidos ndo acarretaram
uma variacdo na composicdo quimica desses materiais. Plantas de Chrysanthemum
morifolium desenvolvidas a partir de material criopreservado e posteriormente
aclimatizadas também tiveram seu perfil de fingerprint comparado com suas plantas
matrizes de origem via analises cromatograficas (Bl et al.,, 2016). Assim como
evidenciado em C. spinosa, 0s extratos das plantas oriundos dos dois sistemas de cultivo
in vitro (estoque e criopreservado) também apresentaram perfis de fingerprint similares.

Em seguida, buscou-se analisar os cromatogramas obtidos em 480 nm, um
comprimento de onda mais excludente. A partir da analise do tempo de retencéo
associado a polaridade das moléculas e aos espectros de absor¢do em UV foi possivel
observar diversos sinais que caracterizaram a presenca de carotenoides, substancias
lipofilicas pertencentes ao grupo dos terpenos (KIOKIAS, PROESTOS; VARZAKAS,
2016). Tais metabolitos sdo constituidos por uma longa cadeia insaturada e, por este

motivo, apresentam alta absorbancia, geralmente superior a 350 nm (PAVIA et al., 2012).
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A presenca de substancias do grupo dos terpenos tem sido observada em varios
estudos fitoquimicos com espécies do género Cleome (ABULLAH et al., 2016; SINGH;
MISHRA; MISHRA, 2018). Terpenoides em C. spinosa ja foram reportados na literatura
anteriormente. Diversos sesquiterpenos e diterpenos oxigenados foram revelados nos 125
perfis fitoquimicos de extratos de partes aéreas da espécie analisados por CG-EM
(MCNEIL et al., 2010). Substancias pertencentes ao grupo dos carotenoides também
foram encontradas em calos e cultura de células em suspensdo de C. spinosa
(ALBARELLO et al., 2007). Em outra especie do género, C. rosea, analises por CCD e
CLAE-EM revelaram a presenca de substancias pertencentes a classe dos terpenos em
extratos preparados a partir de caule, folha e inflorescéncia de planta obtida em ambiente
natural, e em culturas de raizes produzidas in vitro (CORDEIRO, 2016).

A partir da analise dos cromatogramas obtidos em 340 nm e dos espectros de
absorcdo foi possivel identificar também substancias pertencentes a classe dos
flavonoides. Esses espectros de absorcdo apresentaram dois e trés picos de absorbancia,
0s quais se relacionam diretamente com a estrutura quimica da molécula do flavonoide
(PAVIA et al., 2012). Substancias pertencentes as subclasses favanona, dihidroflavonol
ou flavadiol, por exemplo, apresentam menos ligacdes insaturadas em suas moléculas e,
consequentemente, possuem apenas um nucleo de ressonancia fazendo com que sua
absorbancia maxima seja na faixa de 280-290 nm. Ja em substancias pertencentes as
subclasses flavona e flavonol, a presenca de mais ligac6es duplas em suas moléculas
aumenta a quantidade de nucleos de ressonancia, o que se reflete na absorbancia no UV
(faixa de 360 nm) (PAVIA et al., 2012; SELLEM et al., 2017).

Os flavonoides observados nas amostras estoque (PE) e criopreservada (PC)
concentraram-se nos primeiros 20 minutos de corrida, ao passo que aqueles encontrados
na amostra de campo (PV) foram distribuidos ao longo de 40 minutos de corrida. Esses
dados sugerem que, possivelmente, as plantas propagadas in vitro (PE e PC) apresentam
um maior teor de compostos naturais glicosilados, os quais tendem a apresentar alta
polaridade, enquanto a amostra de campo (PV) possui um maior teor desses compostos
livres (agliconas), que normalmente se caracterizam por uma menor polaridade (PAVIA
etal., 2012; SELLEM et al., 2017).

Os flavonoides estdo inclusos no grupo das substancias fenolicas que abrange uma
gama de outros metabdlitos muitos com propriedade terapéutica (KHADEM et al., 2010;
KHODDAMI et al., 2013). Essas substancias sdo frequentemente associadas a um amplo

espectro de efeitos promotores de saude, podendo ser encontradas em produtos
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nutracéuticos, farmacéuticos e cosméticos. Muitos estudos apontam o uso de flavonoides
contra doencas neurodegenerativas e de origem inflamatoria, podendo também ser
utilizados no tratamento de céncer, dentre outras enfermidades. Muitos desses efeitos
bioldgicos estdo associados com sua capacidade de modular a atividade enzimatica e a
sua grande capacidade antioxidante (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016)

Diversos estudos fitoquimicos ja relataram a presenca de flavonoides em espécies
do género Cleome, tanto na forma glicosidica quanto aglicona (ABDULLAH et al., 2016).
A presenca de flavonoides ja foi reportada para C. spinosa em extratos preparados a partir
de parte aérea, sendo associados com o potencial antioxidante (COLLINS et al., 2004;
LEAL et al., 2007).

Muitos estudos de conservacdo em longo prazo associam marcadores
morfoldgicos, moleculares, fitoquimicos para a avaliacdo da eficiéncia do processo (Bl
et al., 2016; KAITY; DREW; ASHMORE, 2013; ZHANG et al., 2015). Plantas
desenvolvidas a partir de &pices caulinares criopreservados de Chrysanthemum
morifolium foram avaliadas molecular, fitoquimica e morfologicamente em comparacgao
com suas plantas matrizes. Similarmente ao encontrado com C. spinosa, ndo foram
evidenciadas diferencas entre os individuos analisados quanto aos trés parametros
empregados (Bl et al., 2016).

Os resultados alcangados na criopreservacdo de C. spinosa demonstram a
viabilidade das técnicas empregadas para a conservacdo em longo prazo dos materiais
biotecnologicos estabelecidos para a espécie as quais foram certificadas pelo uso de

diferentes marcadores genéticos.
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CONCLUSOES

v

A concentracdo de BAP, assim como o tempo de exposicdo no meio de
recuperacdo foi determinante a sobrevivéncia e regeneracdo dos apices

criopreservados pela técnica de V-Crioplaca;

A temperatura e 0 tempo de exposicdo a PVS2 foram fatores importantes para a
recuperacao dos apices criopreservados por V-Crioplaca, principalmente quando

utilizada a combinacéo 0 °C por 90 minutos;

O protocolo mais eficiente para a criopreservacdo de apices por V-Crioplaca
envolveu o pré-cultivo em concentracdes crescentes de sacarose (0,25M -
0,50M), loading (20 min), PVS2 a 0°C (90 min) e recuperacdo em MS + 0,5
mg.L* de BAP (15 dias);

Para os protocolos em D-Crioplaca, o cultivo dos apices em meio contendo
concentragdes crescentes de sacarose (0,25M - 0,50M) por 48 horas mostrou-se
a condicdo de pré-cultivo mais eficiente quanto a reducdo do contetdo hidrico

associada a manutencédo da capacidade regenerativa;

A exposicéo a silica gel de 30 a 90 min ndo reduziu a capacidade regenerativa
dos éapices ndo resfriados;

A exposicdo dos apices a silica gel por 60 minutos mostrou-se a condicdo de
dessecacdo mais eficiente para a recuperacdo quando empregada a técnica de D-

Crioplaca;

As alteracdes na solucdo de loading apresentaram efeito negativo na recuperacgao

de apices criopreservados por meio da técnica de D-Crioplaca;



144

v' O aumento da concentracdo de sacarose na solucdo de alginato de calcio
influenciou positivamente a recuperacdo de apices criopreservados por meio da

técnica de D-Crioplaca;

v" A diminuicdo do tempo de cultivo em BAP favoreceu a recuperacdo de apices

criopreservados por D-Crioplaca;

v" O protocolo mais eficiente para a criopreservacdo de apices por D-Crioplaca
envolveu o pré-cultivo em concentragcdes crescentes de sacarose (0,25M -
0,50M), aderéncia a Crioplaca com alginato de célcio a 0,6 M de sacarose,
loading (20 min), dessecacdo em silica gel por 60 min e recuperacdo em MS +
0,5 mg.L* de BAP (15 dias);

v A aclimatizacdo das plantas desenvolvidas a partir de apices criopreservados
permitiu o0 desenvolvimento de plantas saudaveis, morfologicamente

semelhantes as cultivadas in situ;

v" O uso dos marcadores moleculares SCoT e ISSR revelaram um alto grau de
fragmentos monomorficos para as plantas desenvolvidas a partir de apices
criopreservados, imersos ou ndo em NL, em comparagdo com suas respectivas

plantas matrizes;

v' As andlises cromatograficas mostraram que o processo de criopreservacao nao
alterou o perfil fitoquimico das plantas regeneradas, quando comparado ao perfil
das plantas estoque mantidas em in vitro e daquelas cultivadas in situ, com

destaque para a presenca de carotenoides e flavonoides;

v' Os resultados aqui alcancados corroboraram a viabilidade das técnicas de
criopreservacao empregadas na conservacdo em longo prazo de apices caulinares

de C. spinosa garantindo a manutencdo de materiais biotecnoldgicos da espécie.
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PERSPECTIVAS

Em fungdo dos resultados obtidos nas anélises cromatograficas que demonstraram
a presenca de flavonoides nos extratos preparados com plantas das trés origens (PV, PE
e PC), novos estudos serdo realizados visando avaliar o potencial antioxidante desses
materiais. Essas avaliagOes serdo realizadas empregando diferentes testes, como por
exemplo, a captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), avaliacdo da

atividade quelante de ferro e peroxidacdo lipidica.
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Abstract

BACKGEROUND: Few crvoprezervation studies have been reported wath the genus Cleome. Due to
the use of C. spinesa in tradifional medicine and its valuable pharmacological potential the long-term
conservation of the species will allow the safe maintenance of its germplasm OBJECTIVE: Ths
study compares two vitnfication-based techniques on the cryopreservation of shoot fips of C. spinosa.
MATERIALS AND METHODS: The effect of sucrose preculture and different wamficabion
solufions was evaluated using vimfication and V Crvo-plate techmques. The supplementation of
recovery medium with BAP was also assessed  RESTULTS: The V Cryvo-plate proved to be the most
efficent techmigue. Treatment of shoot fips wath PVS2 at 0°C resulted in a higher regeneration
response after crvopreservation when compared to treatment with FV5S2 and PVS3 at 253°C. The
highest survival (83 3%:) and recovery (76.6%) were achieved for shoot fips exposed to PVS2 for 90
min at 0°C and recovered om MS medinm supplemented with 0.5 mg L™ BAP for 2 weaks
CONCLUSION: Plants regenerated from crvopreserved shoot fips maintained ther in vitro
multphcaton capacity and showed a2 nommal phenotypic aspect, demonstrating the efficiency of the
cryopraservation protocol.

Eevywords: BAP, long-term conservation, PVS, shoot tips, vimfication. V Cryo-plate.

anfi-inflammatery, antineciceptive (4) and
antimicrobial (18, 29).
Considenng the medicinal potentizl of the

INTREODUCTION

Cleome spimosa Jacqg. 15 a  perenmal

berbaceous species belonging to the Cleomaceas
family. It 1z frequently found 1 whan areas,
which makes thewr populations wulnerable to
anthropic  1mpacts. The species presents
omamental value and 15 used i tadinonal
medicine for the treatment of respiratory and
inflammatory diseazes (1, 9. Due to 1t
ethnobotanical wse, the species has been
evaluated for pharmacological actrities, such as

species, biotechnological studies have been
camed out, resultng m the establishment of
efficient protocols for mweropropagation (3,
callogenesis (2} and 1n wvitro germunation (S
However, the mamntenance of m itro materials
15 subject to contamination and nsks of loss of
genetic integrity, mamly due to the ccowrence
of somaclonal vanaton (33). Therefore, the
establishment of a long-termm conservahon
system to preserve this germplazm has been



